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RESUMO

Nesta pesquisa, foram isoladas a-D-glucanas de Cladonia spp., C. clathrata, C. connexa,
C. crispatula, C. furcata, C. ibitipocae, C. imperialis, C. miniata, C. penicillata, C. salmonea e
C. signata, com o objetivo de avaliar seu possivel significado quimiotaxonémico. Elas s3o
insoliveis em agua e foram obtidas por meio de sucessivas extra¢des alcalinas e fracionamento
congelamento-degelo e entdo analisadas utilizando espectroscopia de RMN C e 'H (incluindo
técnicas de COSY, TOCSY e HMQC), metilagdo, degradagdo de Smith, rotagio especifica e
composi¢do monossacaridica. Cada a-D-glucana mostrou conter ligagdes (1—>3) e (1>4)
(proporgdo 1:1), determinadas pelas suas areas relativas dos seus respectivos sinais de H-1 em &
5,14 e 5,23. As respectivas areas dos sinais de C-1 em & 99,2 e 100,1, e aquelas de C-3 das
unidades 3-O- (8 82,6) e C-4 de 4-O-substituidas (6 78,9) também foram similares para cada
glucana. Todas as espécies estudadas possuem a-D-glucanas do tipo nigerana;, os resultados
indicam que estes polissacarideos sdo uma caracteristica do género Cladonia.

As galactomanoglucanas isoladas do sobrenadante de Fehling foram praticamente
idénticas de acordo com seus espectros de RMN C para todas as Cladonia spp. investigadas, e
contém cadeias principais de unidades de B-D-Glcp ligadas (153) e substituidas em O-2,6. As
ramificagdes sdo constituidas principalmente por 3-D-Galf, B-D-Galp, B-D-Galf 6-O-substituidas,
e unidades de a-D-Manp 2-0O-, 4-O-, 6-O- e 2,3-di-O-subtituidas. A Gnica excegdo foi a espécie
Cladonia furcata, que apresentou uma isoliquenana com proporgao de ligagdes a-Glcp-(1—3)- e
(1>4)- igual a 2:1. Cladia agrregata mostrou um polissacarideo diferente na fragdo
sobrenadante da precipitagdo com solugdo de Fehling, indicando a presenga de uma galactana,
portanto esses polissacarideos podem ter alguma aplicagdo no auxilio a taxonomia de espécies e
géneros correlatos.

Foram também comparadas as galactoglucomananas de treze espécies de liquens do
género Cladonia. Elas mostraram homogeneidade na cromatografia de permeagido em gel e séo
estruturalmente relacionadas, com cadeias principais de a-D-manopiranose ligadas (1—6), mas
substituidas em diferentes padrdes por unidades ramificadoras de a- e B-D-galacto-, $-D-gluco- €
o-D-manopiranose. As regides de C-1 de seus espectros de RMN "C sdo tipicas de espécies
liquénicas e indicam diferen¢as entre os polissacarideos. Acetolise parcial das
galactoglucomananas de algumas espécies deram origem a oligossacarideos e cinco foram
identificados, o-D-Manp-(1—2)-03-D-Manp, B-D-Galp-(1—4)-af-D-Manp, B-D-Galp-(1—4)-
of-D-Galp e as estruturas ndo descritas até o momento o-D-Manp-(1-3)-ap-D-Galp e a-D-
Manp-(1-2)-[B-D-Glcp-(1—>4)]-ap-D-Manp. Dados de metilagdo e degradagdo de Smith de
cada galactoglucomanana confirmaram estes resultados. Enquanto a manobiose representa uma
estrutura comum na estrutura dos heteropolissacarideos de liquens, os outros oligossacarideos
parecem ser tipicos dos diferentes polimeros precipitados com solugio de Fehling.
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ABSTRACT

o-D-Glucans were isolated from the Cladonia spp., C. clathrata, C. connexa, C.
crispatula, C. furcata, C. ibitipocae, C. imperialis, C. miniata, C. penicillata, C. salmonea and
C. signata, to evaluate their possible chemotaxonomic significance. They were isolated in their
water-insoluble form via successive alkaline extraction and freeze-thawing and then investigated
using °C and 'H-NMR spectroscopy (including COSY, TOCSY and HMQC techniques),
methylation analysis, and Smith degradation, and their specific rotations and monosaccharide
compositions determined. Each a-D-glucan contained alternating (1—3) and (1—4)-linkages
(1:1 ratio), as determined by the relative areas of their respective H-1 signals at § 5.14 and 5.23.
Also, the respective relative areas of C-1 signals at 8 99.2 and 100.1, and those of C-3 of 3-O- (&
82.6) and C-4 of 4-O-substituted (& 78.9) units, were similar for each glucan. All the species
studied contain a-D-glucans of the nigeran type, which appears to be characteristic of the genus
Cladonia.

The galactomannoglucans isolated from the Fehling supernatants were almost identical
according to their ?C NMR spectra for all Cladonia spp. investigated, and contained (1->3)-
linked main-chains of B-D-Glcp units, substituted at O-2,6. The side-chain structures were 3-D-
Galf, 6-O-substututed B-D-Galf, and 2-O-, 4-O-, 6-O- and 2,3-di-O-subtituted o-D-Manp units.
The only exception was Cladonia furcata, which contained an isolichenan with a ratio between
ao-Glep-(1—3)- and (1—>4)- linkages of 2:1. Cladia agrregata showed a different polysaccharide
in the supernatant fraction of Fehling solution precipitation, indicating the presence of a galactan.
Thus, these polysaccharide chemotypes may have some influence in aiding the taxonomy of the
related species and genera.

The galactoglucomannans of thirteen species of the lichen genus Cladonia were
compared. They were homogeneous on gel-filtration chromatography and structurally related,
having (1—6)-linked o-D-mannopyranosyl main-chains, but were substituted in different
patterns by a- and B-D-galacto-, B-D-gluco- and a-D-mannopyranosyl side-chain groups. The C-
1 portions of their C NMR spectra are typical of the lichen species and indicate differences
between the polysaccharides. Partial acetolysis of the galactoglucomannan from some species
gave rise to oligosaccharides and five were identified, namely a-D-Manp-(1—2)-af-D-Manp, -
D-Galp-(1—4)-af3-D-Manp, B-D-Galp-(1—4)-ap-D-Galp and the hitherto unknown a-D-Manp-
(1-3)-aB-D-Galp and a-D-Manp-(1—-2)-[B-D-Glcp-(1—4)]-af-D-Manp structures. Methylation
and Smith degradation data from each galactoglucomannan confirmed these results. Whereas the
mannobiose represents a common structure in lichen heteropolysaccharides, the other
oligosaccharides seem to be typical of different polymers precipitated with Fehling solution.
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1.1 LIQUENS E SUAS APLICACOES

Liquens s3o organismos simbidticos constituidos por membros de até trés reinos. O
componente dominante ¢ o fungo (reino Fungi) que, por ser incapaz de sintetizar seu proprio
alimento, esta associado a componentes que o produzem por fotossintese. O organismo
simbidtico pode ser uma alga (reino Protista) ou uma cianobactéria (reino Monera), antigamente
chamada alga azul-esverdeada. Alguns fungos podem estar em associagio com ambas a0 mesmo
tempo (THE SPECIAL biology of lichens). Apesar de os liquens serem constituidos por dois ou
trés organismos, seus nomes cientificos referem-se apenas ao fungo que compde a simbiose.

Em 1983 foi calculado (HAWKSWORTH e HILL, 1984) que existiam 13.500 espécies
(aproximadamente 600 géneros) de fungos liquenizados, o que corresponde a 20% dos fungos
conhecidos. Os liquens crescem em locais do mundo natural que sdo improprios ou limitados
para a maioria dos outros organismos. Eles sdo pioneiros em rochas sem vegetagdo, areias do
deserto, solos indspitos, madeiras mortas, ossos de animais, metais enferrujados e cascas de
arvores. Capazes de interromper seu metabolismo durante periodos de condi¢des desfavoraveis,
eles podem sobreviver em extremos de calor, frio e seca (THE SPECIAL biology of lichens).

A maioria dos liquens cresce vagarosamente, as vezes menos do que um milimetro por
ano, e algumas espécies estdo entre as mais antigas formas de vida na Terra. Como adaptagdes
da vida em ambientes inospitos, os liquens produzem um arsenal de mais de 500 compostos
quimicos, que servem para controlar a exposicdo a luz, repelir herbivoros, matar
microorganismos agressores, e dissuadir a competi¢ao entre plantas (THE SPECIAL biology of
lichens). Entre esses, existem muitos pigmentos e antibioticos que tém atribuido aos liquens
importancia econémica: na Europa, os liquens amarelados (principalmente do género Cladonia),
sd0 coletados para a extragdo do acido usnico, que € o principio ativo de um efetivo antibidtico
(HALE, 1979). Também na medicina, as espécies Lobaria pulmonaria e Cetraria islandica tém

sido descritas como medicamentos para a cura da tuberculose pulmonar; Usnea longissima como
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expectorante; Usnea barbata, no tratamento de feridas e doengas da pele e Cladonia miniata var.
sanguinea na cura de estomatites cremosas ou “sapinhos” (XAVIER FILHO e RIZZINI, 1976).
Os liquens também sdo utilizados como fonte de tintura no preparo de um indicador usado em
laboratorios quimicos, o papel de litmo (HALE, 1979). Evernia prunastri e Pseudevernia
Sfurfuracea sdo colhidas no sul da Franga, Marrocos e Iugoslavia, em grandes quantidades, na
faixa de 8.000 a 10.000 toneladas/ano. Os liquens s3o misturados com a casca das arvores,
subsequentemente extraidos com um solvente organico. O extrato final purificado é usado como

substancia fixadora de alguns perfumes (ELIX, 1996).

1.2 QUIMICA DOS LIQUENS

As substancias quimicas produzidas pelos liquens sdo agrupadas, de acordo com a
localiza¢@o no talo, em produtos intracelulares e extracelulares. Os produtos extracelulares,
denominados metabolitos secundarios, sio normalmente encontrados na medula ou no cortex,
raramente em ambas as camadas. S3o acidos alifaticos, meta- e para-depsideos, depsidonas,
ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos usnicos, terpenos e derivados
do acido pulvinico (HONDA e VILEGAS, 1998). Atualmente sio conhecidos cerca de 630
compostos provenientes do metabolismo secundario de liquens;, a maior parte ¢ considerada
exclusiva destes organismos, pois apenas uma pequena minoria (50-60) ocorre em fungos de
vida livre e plantas superiores (ELIX, 1996).

Os produtos intracelulares (carotendides, aminoacidos e proteinas, glicolipideos e
carboidratos) estdo ligados na parede celular e ao protoplasto, € sdo chamados de metabolitos
primarios. So freqiientemente soluveis em agua e podem ser extraidos com agua quente. Esses

compostos ocorrem nio somente em liquens, mas em fungos e algas de vida livre e em plantas

superiores (HALE, 1983).
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1.2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os liquens produzem os metabolitos secundarios, que consistem em grande variedade de
compostos alifaticos e aromaticos, mas sobretudo em acidos fendlicos fracos, cujas investigagdes
com propoOsito quimiotaxonOmico se iniciaram em 1860 (ELIX, 1996). Cada liquen
ordinariamente possui constitui¢do quimica constante em relagdo a esses compostos, de modo
que a mesma espécie apresentara a mesma substdncia liquénica, ndo importando onde foi
coletada (HALE, 1979). Assim, isto significa que é possivel identificar esses organismos com
maior precisdo com a verificagdo de suas composi¢des em relagdo a essas substincias (HALE,
1979), ja que, devido as insignificantes e variaveis diferengas morfologicas de tais seres, muitas
vezes ndo € permitida uma perfeita taxonomia e diferenciagdo das espécies.

Parece ter sido W. ZOPF, citado por HUNECK (1968) e HONDA e VILEGAS (1998) o
autor do primeiro documento sobre quimiotaxonomia de liquens, em 1907, uma das mais
importantes obras na area de Liquenologia. O livro é uma compilagdo de trabalhos por ele
publicados em que se descrevem formulas empiricas, propriedades e ocorréncia de 150
compostos. Este autor investigou algumas espécies do género Evernia e Pseudevernia, bem
como espécies do género Cladonia e, desde entdo, muitos trabalhos tém sido realizados, a fim de
estabelecer-se uma monografia quimica de todas as espécies existentes (CULBERSON C. F.,

1972; HALE, 1979).

1.2.2 METABOLITOS PRIMARIOS
1.2.2.1 Carotendides

A presenga de carotenoides tem sido aplicada em pesquisa taxondmica de fungos ndo-
liquenizados (VALADON, 1976) e algas (LIAAEN-JENSEN, 1989, WEBER ¢ WETTERN,
1980). Baseados neste fato, alguns pesquisadores (CZECZUGA et al., 1986, 1987, 1988, 1991)

realizaram uma série de investigagdes de carotendides em liquens, que possuem fungdes
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importantes, como fotoprotetores e precursores hormonais, de diversas partes do mundo,
incluindo o Brasil, a fim de esclarecer se fatores ambientais podem modificar a composigdo de
carotenoides nesses organismos e quais deles sdo constantes em uma espécie liquénica ou sua
variedade. Nesses estudos ficou indicado que fatores ambientais, tais como clima e diferentes
altitudes e latitudes, podem exercer influéncias significativas sobre a ocorréncia dessas
substancias nos talos liquénicos; portanto, antes de os carotendides serem utilizados como
caracteres taxonOmicos em liquens, € necessario obter mais informag¢des sobre a maneira como
eles sdo afetados por fatores ambientais.

A maior parte das pesquisas realizadas até agora consistem em um screening para 0s
carotenoides eventualmente encontrados em liquens, o que €, em principio, necessario para uma

interpretagdo taxondmica (CZECZUGA et al., 1991).

1.2.2.2 Aminoéacidos e proteinas

Segundo HONDA e VILEGAS (1998), aminoacidos livres encontrados nos liquens sao
similares aos observados em vegetais. Dos aminoacidos que ocorrem em proteinas, alanina e
acido glutdmico s3o os predominantes em liquens. Além desses, podem ocorrer diferentes
aminoacidos ou seus derivados, como sarcosina, taurina, citrulina, acido aminobutirico.

A natureza das proteinas de liquens ndo esta ainda bem estabelecida e poucas sdo as
referéncias sobre o isolamento dessas moléculas. Os principais relatos na literatura tratam do
isolamento de lectinas (HOWE e BARRETT, 1970, PETIT, 1982;> PETIT et al., 1983) e
enzimas, como, por exemplo, a arginase (PLANELLES e LEGAZ, 1987). Proteinas de liquens
também s3o investigadas, a fim de se estabelecerem suas ﬁmgées no reconhecimento ou
interacdo inicial entre a alga (ficobionte) e o fungo (micobionte) (BUBRICK et al., 1981, 1985)

e no controle do metabolismo dos simbiontes (PEREZ-URRIA ef al., 1989).
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1.2.2.3 Glicolipideos

MACHADO et al. (1994) relataram pela primeira vez a presenga de glicolipideos em um
liquen. Trés destas moléculas foram extraidas de Ramalina celastri, sendo que o principal
componente identificado foi (O-a-D-galactopiranosil-(1—6)-O-f-D-galactopiranosil-(1«<>1)-D-
glicerol esterificado com acidos graxos de cadeia longa, sendo alguns desses insaturados.

Outros liquens estdo sendo investigados (SASSAKI ef al., 1999), a fim de se determinar

se a presenca de glicolipideos é fendmeno comum nesses organismos.

1.2.2.4 Carboidratos

Segundo GORIN et al. (1993), carboidratos de liquens sdo divididos entre os de baixa e
alta massa molecular. Os primeiros incluem os polidis, os quais sdo moléculas lineares
poliidroxiladas, que contém de 3 a 7 atomos de carbono, monossacarideos redutores, como
pentoses, metilpentoses, hexoses e hexuloses (cetoses) e oligossacarideos. Estes sdo,
principalmente, ndo redutores, como a sacarose, a trealose e os glicosideos, ou redutores, como a
gentibiose e a lactose.

Carboidratos de alta massa molecular sdo freqiientemente polissacarideos, que s@o
comumente glucanas, a maioria das quais sdo moléculas lineares com configuragdes glicosidicas
o ou 3, ou heteropolissacarideos com cadeia principal de manose. Essas estruturas estdo também
presentes em alguns glicopeptideos. Tais componentes sdo isolados do micobionte, enquanto

outros, como as xilanas, sdo provavelmente metabolitos dos ficobiontes.

1.2.2.4.1 Carboidratos de baixa massa molecular
A investigagdo mais abrangente destes componentes foi efetuada em 1953, quando
LINDBERG et al. pesquisaram a presenga dos poliois arabinitol, manitol e volemitol (D-glicero-

D-talo-heptitol), dos dissacarideos trealose e sacarose e do glicosideo de poliol umbilicina (2-O-
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B-D-galactofuranosil-D-arabinitol) em 60 espécies de liquens, sendo 5 da ordem Pyrenocarpeae,
atualmente denominada de Verrucariales, géneros Dermatocarpon e Endocarpon, e as demais da
ordem Gymnocarpeae, atualmente Lecanorales, géneros Cladonia, Stereocaulon, Umbilicaria,
Pertusaria, Parmelia, Ramalina; Anaptychia e outros. Como resultado dessa pesquisa, foi
demonstrado basicamente que as substincias encontradas, ou seja, arabinitol, manitol, volemitol,
trealose, sacarose e umbilicina, previamente ja observadas em liquens, sdo constituintes de
ocorréncia geral nesses seres, como € o caso do manitol, ou entdo sdo caracteristicas de grupos
taxondmicos especificos, ou seja, o arabinitol nos liquens da ordem Lecanorales e o volemitol
nos da ordem Verrucaliares. Quanto aos demais componentes (trealose, sacarose e umbicilina),
ndo foi indicado um parecer conclusivo sobre a sua distribuigdo em liquens.

Desde entdo, todos os estudos efetuados foram basicamente dirigidos para o isolamento e
identificacio de carboidratos de baixa massa molecular em liquens. Nos estudos
quimiotaxondmicos, parece ndo haver aplicagdo desses componentes até o momento, devido a
que, provavelmente, a sua distribuigdo € especifica de certas espécies de liquens e ndo
caracteristica de determinados grupos taxondmicos.

Dos poli6is, manitol e arabinitol s3o0 os mais comuns em liquens, embora o primeiro
tenha sido citado em todas as espécies analisadas, sua auséncia foi assinalada na espécie
Ramalina usnea (GORIN e IACOMINI, 1984), bem como pequenas quantidades em
Newropogon aurantiaco-ater (BARON et al., 1991) e no liquen basidiomiceto Dictyonema
glabratum (como Cora pavonia, TACOMINI et al., 1987). Outros polidis encontrados em liquens
(GORIN et al., 1988) foram: glicerol, mio-inositol, xilitol, sifulitol (1-deoxi-D-glicero-D-talo-
heptitol) e volemitol. Os oligossacarideos identificados (GORIN et al., 1988) foram: trealose,
sacarose, 3-O-B-D-glucopiranosil-D-manitol,  peltigerosideo  (3-O-f3-D-galactofuranosil-D-
manitol), umbilicina, 1-O-B-D-galactopiranosil-D-ribitol, O-B-D-galactopiranosil-(1—6)-O-B-D-

galactopiranosil-(1—1)-D-glicerol e lactose relatada numa Sticta sp. (CORRADI DA SILVA et
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al., 1990), além de gentiobiose, -triose and -tetraose (CORRADI DA SILVA et al., 1993b).
PUEYO (1980b) e CULBERSON C. F. (1969) relataram a presenga dos monossacarideos
redutores arabinose, lixose, ribose, xilose, ramnose, tagatose, frutose, manose e galactose,
identificados por cromatografia em papel, NISHIKAWA er al. (1973) identificaram frutose e
glucose em varios liquens por cromatografia liquido-gasosa por meio de seus derivados

trifluoroacetilados e trimetilsililados.

1.2.2.4.2 Polissacarideos

Estudos documentados de carboidratos de liquens comegaram em 1815, quando
BERZELIUS extraiu de "Iceland moss" (Cetraria islandica) uma glucana insolivel em agua,
hoje chamada liquenana; porém, somente apos mais de um século, estudos quimicos realizados
por MEYER e GURTLER (1947a) demonstraram que essa molécula possuia rotagdo especifica
de +8°, consistente em uma configuragdo B, e ligacdes (1—3) e (1—>4) na proporgéo de 3:7, de

acordo com dados de oxidagdo com metaperiodato de so6dio, como € apresentado na estrutura 1:

-B-D-Glcp-(1-3)-B-D-Glcp-(1->4)-B-D-Glep-(1-4)-

1

Essa estrutura foi confirmada por CHANDA et al. (1957), que purificaram essa molécula
por solubilizagio em agua quente, seguida por precipitagdo, mediante resfriamento e posterior
complexagdo com solugio de Fehling. Nesse mesmo ano, PEAT ef al., ap6s efetuarem hidrolise
acida parcial do polissacarideo, seguida pelo fracionamento e analise dos oligossacarideos
liberados, sugeriram que a cadeia da molécula era formada pela sequéncia repetitiva de f-
celotriose unidas por ligagdes B-(1-—3); entretanto PERLIN e SUZUKI (1962) realizaram

ensaios de enzimolise seletiva, de onde concluiram que a liquenana era representada pela
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sequéncia tetrassacaridica, em que duas ligagdes (1—4) adjacentes se alternavam por uma
ligag¢do (1—3) isolada; ocasionalmente, uma seqiiéncia pentassacaridica, ou seja, uma ligagdo
(I1->3) seguida por trés ligagdes (1—4) consecutivas, como indicado posteriormente pela
caracterizagdo de fragmentos formados por degradagio de Smith controlada (FLEMING e
MANNERS, 1966a) e espectroscopia de RMN *C (GORIN, 1981).

Paralelamente ao isolamento e caracterizagdo estrutural da liquenana, MEYER e
GURTLER (1947b) isolaram uma mistura de polissacarideos na solu¢io sobrenadante por meio
do resfriamento do extrato aquoso quente. Essa mistura, pela hidrolise acida, apresentou glucose
e pequenas quantidades de galactose e manose, que foi denominada de isoliquenina. Em 1957,
CHANDA et al. obtiveram um polissacarideo linear, cujo unico monossacarideo era a glucose,
obtido na solugfio sobrenadante, como descrevem MEYER e GURTLER (1947b), porém com a
remogdo da liquenana residual por processos repetidos de congelamento e degelo desta
solu¢do. Uma purificagdo adicional da molécula de isoliquenina, hoje denominada isoliquenana,
foi realizada mediante a precipita¢do fracionada com acetona do seu complexo cuprico soluvel

, i ) 15 :
em agua. Esse polissacarideo demonstrou ser uma a-D-glucana ([a], = +255°) linear que, na

analise dos derivados metilados, mostrou a presenga de ligagdes (1—3) e (1—>4), sendo a relagdo
molar dessas ligagdes determinada por oxida¢do quantitativa com metaperiodato de sodio, igual
a 60:40. PEAT et al. (1961), submetendo o polimero em estudo a hidrolise acida parcial e
subseqiiente fracionamento em coluna de carvdo-Celite, obtiveram o monossacarideo D-glucose
e os dissacarideos nigerose [a—(1—3)] e maltose [a—(1-—>4)], confirmando a presenga dessas
ligagdes; entretanto, com os dados obtidos pela oxidagdo com metaperiodato de sodio, foi
sugerida uma relagdo molar de 55:45 para essas ligagdes. FLEMING e MANNERS (1966b)
efetuaram uma degradagdo de Smith controlada na isoliquenana e concluiram, pelos resultados
obtidos, que as ligagdes (1—>3) e (1—4) se encontravam em propor¢do molar de 56,5 e 43,5,

respectivamente. GORIN e TACOMINI (1984), utilizando a espectroscopia de RMN B,
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obtiveram para esse polimero extraido de C. islandica, espectros com sinais para C-3 (5 82,1 e
81,9) e C-4 (8 79,3) substituidos, em relagdo molar de 66:34, sugerindo estrutura com duas
ligagbes consecutivas a-(1—>3), alternada por uma ligagdo o-(1—4), como se observa na
estrutura 2. O espectro de RMN *C, obtido da isoliquenana, foi de grande interesse: a proporgio
de sinais para as substituigdes em O-3 e O-4 foi, respectivamente, de 66:34, indicando, assim,
maior propor¢do de unidades substituidas em O-3 em relagdo aos valores de 60 e 55%

anteriormente determinados (PEAT et al., 1961).

-a-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1—>4)-

2

LINDBERG e McPHERSON (1954) isolaram um polissacarideo a partir da extragdo
aquosa de Umbilicaria pustulata que, por hidrodlise 4cida parcial, forneceu apenas glucose. Este
polimero, originalmente denominado "pustulin" por DRAKE (1943) e atualmente chamado
pustulana, teve sua estrutura confirmada por HELLERQVIST et al. (1968), que demonstraram
ser uma B-D-glucana linear com ligagdes glicosidicas do tipo (1—6).

A partir dessas pesquisas com C. islandica e U. pustulata, muitos trabalhos foram
realizados (IACOMINI et al., 1988, NISHIKAWA et al., 1974, TAKEDA et al, 1972).
Concluiu-se que a maioria das glucanas de liquens com micobiontes ascomicetos possuem
estruturas analogas aquelas de liquenana e isoliquenana, porém com ligagdes (1—>3) e (1—>4) em
diferentes proporgdes, até com estas alternadas, similares a nigerana, como pode ser observado

na estrutura 3:

-o-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1—4)-a-D-Glep-(1—3)-a-D-Glep-(1—4)-

3
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Até a presente data, seis dessas glucanas insoliveis em agua fria foram isoladas de duas
espécies do género Cladonia, C. crispata e C. squamosa (NISHIKAWA et al., 1974), e quatro
espécies de Cladina, C. mitis, C. rangiferina subsp. grisea (NISHIKAWA et al., 1974), Cladina
stellaris (como Cladonia alpestris) e Cladina confusa (como Cladonia confusa) IACOMINI et
al., 1985). Em outros estudos de glucanas, essa estrutura foi encontrada apenas no liquen
Flavoparmelia caperata (como Parmelia caperata, TAKEDA et al., 1970).

Caso extremo da diferenga de propor¢do entre ligagGes (1—3) e (1—>4) pode ser
exemplificado pela glucana linear do tipo laminarana com ligagGes exclusivas B-(1—3) isolada
do liquen St. ramulosum por BARON et al. em 1988. Outra estrutura inédita, no que se refere as
glucanas, foi encontrada no liquen Cetraria islandica (HRANISAVLIJEVIC-JAKOVLIJEVIC et
al., 1980), de onde foi isolado, mediante extragio alcalina, um polimero ramificado com cadeia
principal com unidades de glucose e acido glucurénico ligadas (1—3) e cadeias laterais
constituidas de glucose ligadas (1—4) e/ou (1—56) a cadeia principal. Além deste, nos
polissacarideos do tipo pustulana isolados dos liquens dos géneros Gyrophora (NISHIKAWA et
al., 1969, SHIBATA et al., 1968), Umbilicaria (NISHIKAWA et al., 1970) e Lasallia
(NISHIKAWA et al., 1969, NISHIKAWA et al, 1974, SHIBATA et al., 1968) foram
encontrados grupos O-acetil em suas estruturas quimicas.

YOKOTA et al., em 1979, mediante analises de RMN *C em homopolimeros de liquens,
observaram que espectros muito semelhantes foram obtidos da espécie Acroscyphus
sphaerophoroides e Sphaerophorus globosus, ambos da familia Sphaerophoraceae. Espectros
também semelhantes entre si foram observados para as homoglucanas de Pilophoron acicularis €
Stereocaulom japonicum, pertencentes a familia Sterocaulaceae.

Assim, em 1981, TAKAHASHI ef al. estudaram polissacarideos de seis espécies de

Stereocaulon, obtidos por extragdo aquosa a quente, purificados por congelamento e fracionados

por coluna de DEAE-celulose. De posse desses resultados, os autores chegaram & conclusdo de
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que os liquens da familia Sterocaulaceae investigados poderiam ser classificados em dois
grupos, de acordo com os seus constituintes polissacaridicos soluveis em agua fria, provenientes
do processo de congelamento-degelo. Um grupo compreenderia os liquens St. vesuvianum, St.
tomentosum e St. intermedium, que foram caracterizados pela presenca de uma f-heteroglucana,
contendo D-manose, D-galactose e D-glucose; o outro grupo seria constituido por St. japonicum,
St. sorediiferum, e St. exutum, que continham o-glucanas com ligagdes (1—3) e (1—4) na
propor¢do de 3:1, caracteristicas de isoliquenanas.

IACOMINI et al. (1987) isolaram uma f-D-glucana do basidioliquen Dictyonema
glabratum (como Cora pavonia) altamente ramificada, com 21% de grupos terminais néo
redutores e unidades B-D-glucopiranosidicas 3-O-, 6-O- e 3,6-di-O-substituidas, indicando uma
estrutura com cadeia principal que contém ligagdes do tipo (1—3) e (1—6). Essa estrutura
parece ser tipica de B-D-glucanas de basidiomicetos (ASPINALL, 1982b), as quais diferem dos
componentes polissacaridicos de liquens ascomicetos, que contém glucanas relativamente
lineares, com menos de 10% de ramificagGes; indicam, desta forma, uma possivel relagio
quimiotaxondmica dos liquens por meio destes polimeros.

Em 1991, BARON ef al. isolaram do liquen Newropogon aurantiaco-ater uma liquenana
composta por ligagdes (1—3) e (1—>4) na proporg¢do de 17:8 e uma isoliquenana com a
propor¢do destas ligagBes igual a 3:2. Estes polimeros sdo estruturalmente idénticos aqueles
isolados de “Iceland moss” (Cetraria islandica) (MEYER e GURTLER, 1947a,b).

Estudos recentes mostram a caracteriza¢do de glucanas isoladas de liquens semelhantes
aquelas ja descritas na literaturaz KRAMER et al. (1995) propuseram o fracionamento e
caracteriza¢do da isoliquenana e liquenana de C. islandica em quantidades preparativas e a
remocdo de taninos destas fragdes com o objetivo de utiliza-las como substancia referéncia no

controle de qualidade de produtos farmacéuticos.
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Em 1996, SONE ef al. estudaram polissacarideos de Gyrophora esculenta soliveis em
alcali a quente, de onde obtiveram duas B-D-glucanas ligadas (1->6): a que forneceu maior
rendimento mostrou ser similar a pustulana isolada de Umbilicaria pustulata (LINDBERG e
McPHERSON, 1954). A outra sugeriu uma estrutura ramificada, com cadeia principal composta
por B-D-Glcp-(1—6) e ramificagdes da mesma unidade monossacaridica em O-3.

GORSHKOVA et al. (1997) estudaram glucanas isoladas de Cetraria cucullata ¢ C.
islandica, as quais resultaram em liquenanas insoliveis em agua fria de estruturas idénticas entre
si, bem como isoliquenanas soliiveis em agua. As determinagdes foram realizadas com métodos
classicos, como metilagdo, hidrolise enzimatica, degradagdo de Smith e RMN “C.

Segundo GORIN ef al. (1993), os polissacarideos de liquens que contém manose foram
primeiramente descobertos por KARRER e JOOS em 1924, em extragdo com agua quente de
Cetraria islandica via complexo insolivel de cobre formado com solugio de Fehling. O
polimero continha manose, galactose e glucose em proporg¢do molar de 21:35:44, que provinham
possivelmente de uma mistura de galactomanana e liquenana ou galactoglucomanana,
observacdo que foi confirmada muito mais tarde: em 1943, GRANICHSTADTEN e PERCIVAL
mostraram tratar-se de mistura de um heteropolimero, a galactomanana, e maior proporcdo de
liquenana.

MICOVIC et al. (1969), ao pesquisarem a espécie Evernia prunastri, obtiveram
galactomanana 4cida com unidades terminais ndo redutoras de B-D-galactopiranose, o-D-
manopiranose e acido galacturénico, bem como unidades de manopiranose 2-O-, 2,6-di-O- e
2,3,6-tri-O-substituidas.

A partir de 1984, com os trabalhos de GORIN, IACOMINI e seus colaboradores (GORIN
e JACOMINI, 1984, 1985, IACOMINI et al, 1985), as estruturas quimicas de
heteropolissacarideos isolados de liquens foram elucidadas. O primeiro, em 1984, refere-se a

determinag@o estrutural de polissacarideos de Cetraria islandica e Ramalina usnea, com técnicas
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analiticas de RMN C e analises de metilagdo. As estruturas das duas galactomananas, obtidas
por extra¢do aquosa a quente, seguida por repetidos procedimentos de congelamento e degelo e
posterior tratamento com solucdo de Fehling (0,42 e 2,1 g% de rendimento, respectivamente)
foram diferentes, como indicam as regides de C-1 de seus espectros. As analises quimicas
demonstraram que ambas continham uma cadeia principal de unidades de a-D-manopiranose
ligadas (1—>6), mas os padrdes de substitui¢do das cadeias laterais eram diferentes. A estrutura
da galactomanana de C. islandica é mais ramificada do que aquela isolada de R. usnea;, possui
dois substituintes na mesma unidade da cadeia principal, como pode ser observado na estrutura

4. R usnea possui uma estrutura predominante, como se demonstra em 5.

-a-D-Galp
1
\J
2

-a-D-Manp-(1—6)-a-D-Manp-(1—6)- -a-D-Manp-(1—6)-
4 4
T T
1 1

B-D-Galp B-D-Galp

A acetolise parcial do polissacarideo de C. islandica permitiu o isolamento de 2-O-a.-D-

manopiranosil-D-manose e 2-0-o-D-galactopiranosil-D-manose.

Seis outros liquens foram estudados pelos mesmos autores (GORIN e IACOMINI, 1985),
Parmelia sulcata, Stereocaulon paschale, Peltigera aphthosa, Letharia vulpina, Actinogyra
muehlenbergii e Usnea sp., onde galactomananas foram encontradas mediante a precipitagdo

com solugdo de Fehling. Estudos estruturais demonstraram que a cadeia principal era igualmente
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constituida de unidades de o-D-manopiranose ligadas (1-—>6), substituidas nas posigdes O-2 ou
0-4 ou 0-2,4 por a-D-manopiranose-(1—2), o-D-galactopiranose-(1—2), B-D-galactopiranose-
(1->4) e B-D-galactofuranose-(1-—>4). A presenga das duas primeiras ramifica¢des foram
confirmadas por dados obtidos de acetolise parcial, que forneceu os dissacarideos 2-O-a.-D-
manopiranosil-D-manose e 2-0O-o-D-galactopiranosil-D-manose.

Em estudo comparativo (IACOMINI et al., 1985) entre galactomananas de trés espécies
do género Cladonia, C. alpestris (atualmente Cladina stellaris), C. confusa (atualmente Cladina
confusa) e C. amaurocraea obtidas com extragdo com KOH aquoso a quente e posterior
formagdo de complexos cupricos insoluveis, verificou-se que.as duas primeiras contém uma
cadeia principal composta por unidades de o-D-manopiranose ligadas (1—6), sendo algumas 4-
O-substituidas por B-D-galactopiranose (estrutura 5), 2-O-substituidas por o-D-manopiranose

(estrutura 6), ou ainda 2,4-di-O-substituidas (estrutura 7).

o-D-Manp
1
\J
2
-a-D-Manp-(1-6)- -a-D-Manp-(1—6)-
2 4
T T
1 1
o-D-Manp B-D-Galp
6 7

A acetolise parcial das galactomananas forneceu os seguintes produtos examinados por
cromatografia em papel: 2-O-a-D-galactopiranosil-D-manose, 2-O-a-D-manopiranosil-D-manose
e (O-o-D-manopiranosil-(1—2)-O-o-D-manopiranosil-(1—2)-D-manose, 0s quais confirmam

alguns fragmentos estruturais propostos pelos autores.
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A precipitagdo por solugdo de Fehling de um extrato aquoso de Dictyonema glabratum
(como Cora pavonia, IACOMINI et al., 1987) forneceu um complexo cuprico insoluvel, cuja
porgdo polissacaridica apresentou principalmente manose e xilose, com cadeia principal que
contém unidades a-D-manopiranosil ligadas (1-—3), sendo 10% ndo substituida, 4-O- (10%) e
2,4-di-O- (10%) substituida por unidades B-D-xilopiranosidicas; isto demonstra diversidade
estrutural deste heteropolissacaridico, tanto em relagdo a estrutura da cadeia principal quanto a
natureza das cadeias laterais, se comparadas com aquelas dos componentes heteropoliméricos
isolados de liquens com micobiontes ascomicetos, 0s quais possuem nicleos constituidos de
unidades o-D-manopiranosidicos ligadas (1—6) (ASPINALL, 1982b).

TEIXEIRA ef al. (1992) submeteram diversas espécies de liquens a extragdes com
solugido alcalina e sucessivos tratamentos com solu¢do de Fehling e fracionamento dos
precipitados com solugdo de Cetavlon. Os polissacarideos obtidos mediante a precipitagdo com
solugdo de Fehling geralmente apresentavam composi¢do similar aquela obtida mediante o
precipitado com Cetavlon, porém com rendimentos maiores. Com excec¢do dos polissacarideos
que continham 4acido urbnico, poucas diferengas foram observadas na estrutura dos
polissacarideos precipitados com solugdo de Fehling e aqueles precipitados com Cetavlon em pH
8,5 na presenga de borato. Dos heteropolimeros isolados, porém, Tornabenia intricata mostrou
ndo conter galactose, € uma glucomanana foi isolada. Esta possui cadeia principal constituida por
unidades de o-D-Manp ligadas (1-—>6) substituidas em O-2 principalmente por cadeias laterais de
a-D-Manp e menor propor¢do de a-D-Glcp. Quando submetida a acetolise parcial, o polimero
forneceu o-D-Manp-(1-—2)-D-Man, a-D-Glep-(1->2)-D-Man e a-D-Glcp-(1—2)-D-Manp-
(1->2)-D-Man. Esta e outras analises confirmaram a estrutura proposta para o polimero,
aparentemente incomum em fungos liquenizados.

Uma galactoglucomanana isolada de Parmotrema cetratum foi estudada por CORRADI

DA SILVA et al. (1993a): devido ao teor relativamente baixo de glucose em relagdo a manose e



Introducéo-17

galactose (9:46:45) na fragdo isolada no precipitado de Fehling, permanecia a diivida se essa era
contaminante ou se fazia parte da estrutura do polimero. Com a caracterizagio do dissacarideo B-
D-Glcp-(1—-4)-D-Manp, obtido a partir do polissacarideo original por acetolise parcial, ficou
confirmado que a glucose provém do heteropolimero, provavelmente como unidade terminal
ndo-redutora da cadeia principal composta por a.-D-Manp-(1->6).

Heteropolissacarideos de Evernia prunastri foram estudados (TEIXEIRA et al., 1994), os
quais diferem da estrutura proposta para o heteropolissacarideo por MICOVIC et al. (1969).
Dois polimeros foram purificados por precipitagdo com solugdo de Fehling e Cetavlion. Cada
estrutura possui cadeia principal constituida por unidades de a-D-Manp-(1—6) substituidas em
diferentes padrdes por a-D-Galp, B-D-Galp, a-D-GlcpA e B-D-Galf. A diferenga fundamental
entre ambas ¢ que uma delas possui maior teor de acido urdnico que a outra. A acetdlise € a
hidrolise parciais mostraram a presenga de alguns oligossacarideos, entre eles: a-D-Galp-(1—2)-
oB-D-Glep, a-D-Galp-(1-2)-[B-D-Galp-(1—-4)]-a-D-Manp e a-D-GlepA-(1—-3)-a3-D-Glep.

TEIXEIRA et al. (1995) pesquisaram diferentes liquens de 23 espécies compreendidos
em 13 géneros, os quais foram divididos em 5 grupos diferentes, de acordo com a regido de C-1
dos espectros de RMN °C de seus heteropolissacarideos. Esses grupos foram baseados na
ocorréncia de sinais principais das regides de C-1 dos espectros, 0s quais representam os
componentes quimicos principais dos heteropolimeros estudados; sugere-se, assim, que aqueles
poderiam ser utilizados como "impressGes digitais" numa possivel base para a quimiotipagem.
Similaridades intragenéricas e "intrafamilia" das espécies estudadas foram mais freqiientes que
aquelas intergenéricas e "interfamilia", porém algumas diferengas foram, as vezes, observadas
dentro do mesmo género e familia.

Galactomananas também foram obtidas de trés outras espécies de liquens: Cladonia
furcata, Cladonia signata e Cladia aggregata (WORANOVICZ, 1995). Estas mostraram cadeias

principais idénticas e representadas por a-D-Manp unidas por ligagdes (1—6), como aquelas
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comumente encontradas nesses polimeros de diversas espécies liquénicas ja investigadas. As
cadeias laterais, por sua vez, sio constituidas por unidades de o-D-Manp, a-D-Galp, B-D-Galp e
B-D-Galf invariavelmente distribuidas nas posigdes 2 e/ou 4 das o-D-manopirananas. As analises
demonstraram que a galactomanana de C. furcata é mais ramificada, além de poder apresentar
maior nimero de unidades de B galactose ligadas a cadeia principal. A galactomanana de
Cladonia signata destaca-se por apresentar unidades de o-D-Manp-(1—2)-o-D-Manp-(1—2)
ligadas a cadeia principal, ao passo que Cladia aggregata parece demonstrar maior nimero de
unidades da cadeia principal substituida em O-2 ¢ O-4 em relagdo as demais. Tais estruturas sdo
semelhantes as galactomananas isoladas de outros micobiontes ascomicetos, porém ndo idénticas
em relagio aos padrGes de substituicdes das cadeias laterais. Essas caracteristicas dos
heteropolissacarideos, associadas a determinacgido estrutural de seus homopolimeros, podem
trazer, em associa¢@o com o0s aspectos morfologicos, caracteristicas taxondmicas nesses seres.

SONE et al. (1996) isolaram uma galactomanana de Gyrophora esculenta, cuja cadeia
principal também € composta de unidades de o-D-Manp-(1—6), substituida nas mesmas
posigdes acima descritas, porém todas as unidades de D-galactose estio sob a forma f3-
furanosidica e localizadas nas posigdes terminais ndo redutoras. Dentre as galactomananas
descritas, a de G. esculenta parece mais similar a isolada de Actinogyra muehlenbergii (GORIN
e JACOMINI, 1985), ambas pertencentes a mesma familia, entretanto a galactomanana da
primeira é diferente quanto as unidades de D-galactose, que demonstra apenas a forma
furanosidica, enquanto a segunda possui as formas furano- e piranosidicas.

Fragbes sobrenadantes do tratamento com solugdo de Fehling foram investigadas em
Cladina stellaris (como Cladonia alpestris) e Cladina confusa (como Cladonia confusa), € em
uma espécie de Cladonia, C. amaurocraea (IACOMINI et al., 1985). Diferengas entre as fragdes
de Cladina spp. foram visiveis de acordo com seus espectros de RMN "C, e confirmadas por

analises adicionais, as quais mostraram que o polissacarideo de C. stellaris contém unidades
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consecutivas de a-D-manopiranose ligadas (1—-2) (que provavelmente correspondem a cadeia
principal) substituidas em O-6 por B-D-galactofuranose (estrutura 8), enquanto o polimero

isolado de C. confusa é aparentemente uma D-galactana com unidades piranosil e furanosil.

Nenhum polissacarideo foi obtido de C. amaurocraea nessa fragdo.

B-D-Galf
1

\
6

-a-D-Manp-(1—2)-

Em estudo comparativo de polissacarideos isolados de liquens, WORANOVICZ, em
1995, isolou do sobrenadante de Fehling de Cladonia furcata uma isoliquenana com a proporgdo
de ligagdes (1—>3) e (1>4) de 2:1. O teor de glucose desta fragdo (93%), bem como a proporgdo
semelhante destas ligagdes foram também observados nos liquens Cetraria islandica (GORIN e
TACOMINI, 1984) e Stereocaulon ramulosum (BARON et al., 1988) nessa mesma fragdo. Valor
semelhante dessa relagdo molar também foi encontrado em glucana isolada do St. japonicum
(YOKOTA e SHIBATA, 1978), estimada em 2:1. Este fato pode apresentar interesse
quimiotaxondmico, uma vez que ndo existe certeza de que o género Stereocaulon esteja
relacionado, de forma préxima ou distante, ao género Cladonia.

As isoliquenanas, geralmente encontradas no sobrenadante dé Fehling pelas pesquisas
anteriormente realizadas, apresentam diferentes propor¢des de ligagdes (1—3) e (1—>4), como €
o caso de uma o-D-glucana em Ramalina usnea (GORIN e IACOMINI, 1984) e em Ramalina
ecklonii (atualmente R. celastri, MICENO et al., 1991), soluvel em agua fria, sendo que a

proporg¢ao dessas ligacdes foi estimada em 3:1.
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Outros polissacarideos, como galactomanoglucanas, ndo foram descritos em literatura até
a presente data nessa fragdo. A Unica citagdo desse heteropolimero (GOMEZ-MIRANDA ef al.,
1990) refere-se a caracterizagdo estrutural de material de parede celular do fungo Gliocladium
viride, que foi obtido por extragdo alcalina e fracionado por meio de cromatografia de permeagio
em gel. A fragdo principal sugeriu a presenga de um polimero com cadeia principal constituida
por unidades de glucose ligadas (1—6), com ramificagdes nas posigdes O-2 e O-3.
Manopiranose e galactopiranose ocorrem como unidades terminais n3o redutoras;
galactofuranose ligada (1—6) e (1—2) também estdo presentes. Segundo os autores, a
composi¢do quimica desse polissacarideo e seu padrdo de ligagGes mostraram nitidas diferengas
quando comparado a outros fungos relacionados, pelo que poderia ser utilizado como marcador

quimiotaxondmico.

1.3 TAXONOMIA E QUIMIOTAXONOMIA

As caracteristicas mais utilizadas para a classificagdo dos liquens sdo as morfologicas, a
quimica das substincias liquénicas e também caracteristicas ecologicas e biogeograficas
(HAWKSWORTH e HILL, 1984). Dados relativos apenas a analise morfologica, muitas vezes,
ndo elucidam a identificagdo de um dado espécime (HONDA e VILEGAS, 1998), o uso de
informag®es quimicas para fins de taxonomia deve-se ao fato de que esses organismos produzem
metabolitos secundarios, os quais sdo, em grande parte, exclusivos do grupo a que pertencem.
Assim, essas substincias podem conduzir a uma identificagdo mais segura. De fato, qualquer
revisdo taxondmica de liquens que ndo considere dados quimicos provavelmente seja
considerada incompleta pela maioria dos liquenélogos contemporaneos (HUNECK, 1968). Além
desses, muitos outros compostos do metabolismo primario sdo obtidos dos liquens; portanto a
determinagdo estrutural dessas substincias pode contribuir como pardmetro adicional a

taxonomia classica.
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Com relagdo a quimiotaxonomia, a identificagdo de liquens em géneros e espécies tem
sido conduzida por reagdes de coloragdo no talo, microcristalizagio, analise cromatografica,
analise por fluorescéncia e espectrometria de massas de metabolitos secundarios (ELIX, 1996;
HONDA e VILEGAS, 1998). Mais recentemente, tem sido sugerida a utilizagdo de dados
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de *C (RMN *C) de heteropolissacarideos
para sua identificagdo (YOKOTA et al., 1979, TEIXEIRA et al., 1995; WORANOVICZ, 1995).
Nesse contexto, polissacarideos de parede tém sido utilizados para a classifica¢do de leveduras
(GORIN e SPENCER, 1970) e fungos (LEAL et al., 1992; LEAL et al., 1993; LEAL et al.,
1997); nestes foram realizados até mesmo estudos em que os polissacarideos originam
anticorpos que podem ser usados para distinguir espécies relacionadas entre si (DOMENECH et

al., 1996).

1.4 0S GENEROS Cladonia E Cladia

Cladonia e Cladia sio géneros da classe Ascomycetes, ordem Lecanorales, familia
Cladoniaceae (JOLY, 1991). Todos os membros da familia Cladoniaceae possuem o componente
fotobionte do género Trebouxia, ou seja, uma alga verde unicelular (SWINSCON e KROG,
1988). Cerca de apenas seis espécies de algas estdo envolvidas em simbiose na familia
Cladoniaceae que, além de Cladia, Cladonia e Cladina, inclui outros 10 géneros, cujas espécies
sdo encontradas principalmente na Australia (AHTI, 1999b).

De acordo com VON KREMPELHUBER citado por AHTI (1961), as primeiras
descrigdes dos "liquens das renas" foram feitas por TABERNAEMONTANUS, em 1588, sob o
nome de Musgus corallinus, ¢ THAL, nesse mesmo ano, como Musci candida in uliginibus
species. Muitos autores subseqiientes, entre o século XVI e XVIII, mencionaram esses liquens
sob varios nomes; mas, por volta de 1850, o género Cladonia propriamente dito foi estabelecido.

Desde entdo esse género tem sido vastamente estudado e, sem duvida, os "liquens das renas" sdo



Introducdo-22

um dos mais bem conhecidos grupos de fungos liquenizados. Essas espécies sio consideradas
cosmopolitas, ou seja, crescem espontaneamente em diversas regides do mundo, embora muitas
delas sejam encontradas apenas no Brasil (AHTIL, 1999b). Atualmente, existem cerca de 455
espécies descritas nesse género, e novas espécies estdo sendo publicadas, o que indica que 490
espécies estardo descritas até o final do presente ano (AHTI, 1999a). Por outro lado, apenas 10
espécies compdem o género Cladia, sendo C. aggregata o unico representante no Brasil.
Considerando que o grupo de Quimica de Carboidratos da Universidade Federal do
Paran4d € pioneiro no estudo de carboidratos isolados de liquens, e que as caracteristicas
utilizadas como critérios para a classificacdo dos liquens ndo produzem classifica¢@o inequivoca
desses organismos, a determinagdo estrutural de polissacarideos poderd contribuir com o

aumento de informagdes com a finalidade taxonomica.



2 OBJETIVOS
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Conforme se evidencia na literatura, os polissacarideos podem representar fungdo
importante no auxilio & classificagio taxondmica de fungos liquenizados. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de investigar as estruturas de polissacarideos de trés fragGes isoladas e
purificadas de diversas espécies de liquens do género Cladonia. Em decorréncia desta
proposi¢@o os objetivos especificos sdo:

2.1) Extrag8o, purificagdo e caracterizagdo estrutural de glucanas da fragdo Precipitado
congelamento-degelo das espécies:

Cladonia (sect. Cladonia) clathrata Ahti & L. Xavier;

Cladonia (sect. Ascyphiferae) connexa Vain.;

Cladonia (sect. Perviae) crispatula (Nyl.) Ahti;

Cladonia (sect. Ascyphiferae) furcata (Huds.) Schrad. (duas amostras, n° 23007 e 22975);,

Cladonia (sect. Cladonia) ibitipocae Ahti & S. Stenroos;

Cladonia (sect. Cladonia) imperialis Ahti & Marcelli,

Cladonia (sect. Cocciferae) miniata G. Mey .,

Cladonia (sect. Cladonia) penicillata Ahti & Marcelli;

Cladonia (sect. Cocciferae) salmonea S. Stenroos (duas amostras, n° 29692 e 29828),

Cladonia (sect. Ascyphiferae) signata (Eschw.) Vain;

Cladonia (sect. Unciales) substellata Vain.,

Cladia aggregata (Sw.) Nyl.

O estudo dos componentes polissacaridicos de duas amostras diferentes de C. furcata
deve-se ao fato de ndo se ter certeza, dentro da taxonomia classica, de que uma seja a forma
jovem da outra, ou de que as duas sejam espécies diferentes (MARCELLI, 1994a). Quanto as
duas amostras de C. salmonea, o objetivo é avaliar suas composi¢des polissacaridicas € seus

rendimentos em amostras coletadas em locais diferentes (MARCELLI, 1996).
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22) Extragdo, purificagdo e caracterizagdo estrutural de heteropolimeros da fragdo

Sobrenadante de Fehling das espécies em estudo.

2.3) Extragdo, purificagio e caracterizagdo estrutural de heteropolimeros da fragdo

Precipitado de Fehling das espécies citadas.

2.4) Obtengdo e purificagdo de oligossacarideos dos heteropolissacarideos originais obtidos

no Precipitado de Fehling pelo método de acetdlise parcial.

2.5) Caracterizagdo estrutural dos oligossacarideos por meio de técnicas uni- €

o . N » . NN T - 13
bidimensionais de ressonancia magnética nuclear de proton e carbono-13 (RMN He ~“C).

2.6) Comparagdo das estruturas caracterizadas destas espécies com outras do género
Cladonia j4 estudadas e também com polissacarideos isolados de outras espécies de liquens,

procurando-se estabelecer informagdes com a finalidade taxonomica.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 LIQUENS EM ESTUDO
Os liquens estudados no presente trabalho foram:
Cladonia (sect. Cladonia) clathrata Ahti & L. Xavier (n® 22972);
Cladonia (sect. Ascyphiferae) connexa Vain. (n° 26816);
Cladonia (sect. Perviae) crispatula (Nyl.) Ahti (n® 26824);
Cladonia (sect. Ascyphiferae) furcata (Huds.) Schrad. (duas amostras, n° 23007 e 22975);
Cladonia (sect. Cladonia) ibitipocae Ahti & S. Stenroos (n° 26818);
Cladonia (sect. Cladonia) imperialis Ahti & Marcelli (n® 10686);
Cladonia (sect. Cocciferae) miniata G. Mey. (n° 26814),
Cladonia (sect. Cladonia) penicillata Ahti & Marcelli (n° 26878),
Cladonia (sect. Cocciferae) salmonea S. Stenroos (duas amostras, n® 29692 e 29828);,
Cladonia (sect. Ascyphiferae) signata (Eschw.) Vain. (n® 22976);,
Cladonia (sect. Unciales) substellata Vain. (n° 26817);

Cladia aggregata (Sw.) Nyl. (n® 22981).

3.1.1 COLETA E CLASSIFICACAO

Todas as amostras foram coletadas e classificadas pelo Dr. Marcelo Pinto Marcelli, da

Secdo de Micologia e Liquenologia do Instituto de Botanica, Sao Paulo, SP.

Os liquens Cladonia clathrata, C. furcata (23007 e 22975), C. imperialis, C. signata e
Cladia aggregata foram coletados nas proximidades do Parque Nacional do Itatiaia (Estrada da
Prateleira), localizado na Serra da Mantiqueira, municipio de Itamonte, MG, em 1993. Cladonia
connexa, C. crispatula, C. ibitipocae, C. miniata, C. penicillata e C. substellata foram recolhidas
da Serra da Ibitipocae, em Lima Duarte, MG, em 1994. Cladonia salmonea 29692 foi coletada

no municipio de Caeté, MG, Serra da Piedade, e C. salmonea 29828, no municipio de



Materiais e Métodos-28

Brumadinho, MG, Serra da Moeda, onde faz parte importante da paisagem. Ambas foram

coletadas em novembro de 1995.

3.1.2 ISOLAMENTO DOS POLISSACARIDEOS DOS LIQUENS EM ESTUDO

As amostras de liquens foram limpas manualmente, a fim de serem retirados os vegetais
contaminantes e pequenas pedras. Em seguida, moidas em moinho Wiley sob malha de 20 mesh,
e transformadas em po seco, posteriormente submetidas a extragdo e purificagdo conforme o

Esquema I (p. 53).

As amostras foram tratadas por trés processos sequenciais de extragdo, como a seguir se

descreve.

3.1.2.1 Extragio cloroférmio-metanol

Cada amostra limpa e pesada foi deslipidificada com uma mistura de solventes
cloroférmio-metanol (2:1, v/v, ~300 mL) (MACHADO et al., 1994), sob refluxo, durante 2

horas, em banho-maria na temperatura de 60° C. O processo foi repetido por trés vezes.

Essa etapa iniciou-se com as seguintes quantidades de cada liquen coletado para analise:
C. clathrata, 55,2 g; C. connexa, 2253 g, C. crispatula, 136,4 g, C. furcata (23007), 146,1 g; C.
furcata (22975), 92,0 g, C. ibitipocae, 59,3 g, C. imperialis, 131,3 g, C. miniata, 42,0 g, C.
penicillata, 75,9 g, C. salmonea (29692), 42,5 g, C. salmonea (29828), 273,8 g, C. signata,

2772 g; C. substellata, 99,0 g, Cladia aggregata, 45,4 g.

Apos cada extragdo, o extrato cloroférmio-metanolico foi filtrado a quente e evaporado

até secura na temperatura ambiente, a fim de ser calculado o rendimento.

O material residual foi seco e entdo submetido ao préximo processo extrativo.
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3.1.2.2 Extragdo metanol-agua

O material remanescente da extragéo anterior foi mantido sob refluxo com metanol-4gua
(4:1, v/v, ~300 mL), em banho-maria na temperatura de 60° C, durante 2 horas, por trés vezes

consecutivas.

Apds cada extragdo, também os extratos metanol-aquosos foram filtrados a quente,

concentrados sob pressdo reduzida e liofilizados, a fim de ser calculado o rendimento.

O material residual foi novamente seco, a fim de ser submetido a ultima etapa de

extracgdo.

3.1.2.3 Extragdo alcalina

Os liquens remanescentes da extragdo metanol-agua foram tratados com solu¢do aquosa
de KOH a 2% (concentragdo de 10% p/v), a temperatura de 100° C, durante 2 horas (IACOMINI

et al., 1985), na presenga de NaBH,. O material foi filtrado com a solugdo ainda quente.

O extrato alcalino foi neutralizado com acido acético glacial a pH 7,0 em banho de gelo.
Na seqiiéncia, os polissacarideos foram precipitados com etanol absoluto numa proporgéo final
de 3:1. A solugdo alcodlica foi deixada em congelador durante a noite, a fim de auxiliar a
precipitagdo dos polissacarideos. Posteriormente, o material foi centrifugado a 3.200 r.p.m,
durante 8 min, e o precipitado etandlico foi solubilizado em agua destilada morna e dialisado
contra agua corrente durante 48 horas. Apoés a dialise, as misturas polissacaridicas em solugdo

foram congeladas e liofilizadas, para obtengdo dos respectivos rendimentos.

Os sobrenadantes etandlicos, apés a redugdo do volume sob pressio reduzida
aproximadamente a 300 mL, foram deionizados por resinas Dowex, inicialmente na forma
catidbnica e posteriormente na forma anidnica. As respectivas solugdes deionizadas foram

liofilizadas para a obtengdo dos rendimentos, porém ndo foram analisadas no presente trabalho.
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3.1.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS
3.1.3.1 Separagdo dos polissacarideos por congelamento e degelo

As fragbes obtidas da extragdo alcalina de todas as espécies foram submetidas ao
processo de purificagdo por congelamento e degelo. Cada mistura polissacaridica foi solubilizada
em agua destilada e, a seguir, submetidas ao congelamento e posterior degelo na temperatura
ambiente. O precipitado insoliivel em agua fria foi separado dos demais componentes soluveis
por centrifugagio (10.000 r.p.m., 30 min, 4° C), segundo BARON ef al. (1989). Esse processo de
purificagdo foi repetido diversas vezes, até que o sobrenadante aquoso ndo formasse mais
precipitado por congelamento e degelo, e o residuo aquoso, apos tentativa de solubilizagdo em
agua, ndo apresentasse mais polissacarideos soluveis em agua fria, detectados pelo teste do
fenol-acido sulfurico (DUBOIS ef al., 1956), os quais estariam contaminando esse material.
Apds as etapas acima descritas, os sobrenadantes foram reunidos, bem como os precipitados,
congelados e liofilizados. Tal processo deu origem a duas fragdes: o Precipitado e o

Sobrenadante do congelamento e degelo.

A fragio Precipitado congelamento-degelo, obtida pelo processo acima descrito para cada
extrato alcalino, foi extraida mais uma vez com solugdo aquosa de KOH 2% a 100° C durante 2
horas. Apos a centrifugagdo, os sobrenadantes foram dialisados contra agua corrente até pH
neutro e o processo de congelamento-degelo repetido mais trés vezes, a fim de removerem-se as
galactomananas residuais. O precipitado foi tratado com solugdo de acido acético aquoso 4%
(v/v) na temperatura de 100° C, durante 2 horas, com o objetivo de removerem-se possiveis
agregados de proteinas. Esta solugdo foi dialisada contra agua corrente durante dois dias, € 0
ltimo processo de congelamento-degelo foi realizado. O precipitado final de cada espécie
resultou em uma glucana pura. As fragdes soliveis do congelamento e degelo foram

posteriormente submetidas ao processo de purificagdo pelo emprego da solugdo de Fehling.
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3.1.3.2  Separagdo dos polissacarideos soliveis em 4agua por precipitacio com solugdo de

Fehling (JONES e STOODLEY, 1965)

Ao sobrenadante liofilizado do processo congelamento-degelo, que foi dissolvido em
volume de agua suficiente para solubiliza-lo (~300 mL), adicionou-se igual volume da solug&o
de Fehling. Apos forte agitagdo manual, este material foi levado ao congelador durante 10 min, e

em seguida levado a geladeira por 48 horas.

O precipitado foi separado do sobrenadante de Fehling mediante centrifugagdo a 3.200

r.p.m., por 8 min.

O precipitado de Fehling foi lavado com solugido aquosa de hidroxido de potassio 2% sob
agitacdo e em seguida centrifugado a 3.200 r.p.m. por 8 min. Esta etapa foi realizada 4 vezes; na
ultima vez foi realizada uma dosagem de agucares no sobrenadante pelo método do fenol-acido

sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

O precipitado foi entdo lavado com metanol e entdo centrifugado a 3.200 r.p.m. por 8
min, processo que seb realizou trés vezes. Em seguida, o complexo cuprico insolavel foi
decomposto por agitagdo em suspensdo aquosa de resina Dowex na forma cationica durante 1
hora. Apos filtragdo dos polissacarideos em solugdo, o pH foi ajustado para 7,0. A resina foi
lavada cinco vezes com 4gua destilada, a fim de serem totalmente retirados os polissacarideos. A
presenca deles foi verificada pelo teste de fenol-acido sulfurico. A solugdo dos polissacarideos
foi concentrada sob pressdo reduzida, dialisada contra agua corrente por 48 horas, congelada e

liofilizada, a fim de ser obtido o rendimento.

O sobrenadante foi neutralizado com acido acético glacial na temperatura de 0-2°C até
pH 7,0. Em seguida, foi dialisado contra agua corrente e entdio deionizado por resinas Dowex nas
formas catiénica e anidnica. Apos esses procedimentos, o material foi concentrado sob pressdo

reduzida, congelado e liofilizado para ser calculado o rendimento. Esse material foi submetido
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a um novo processo de precipitagdo por solugio de Fehling, e em seguida ao fracionamento por

Cetavlon.

3.13.3 Separagdo dos polissacarideos do sobrenadante de Fehling por precipitagio com

Cetavlon (brometo de hexadeciltrimetilamonio)

O material obtido na fragdo sobrenadante por solugdo de Fehling foi dissolvido em agua
destilada e submetido a um novo processo de fracionamento (ver Esquema II, p. 54); usou-se sal
de amoénio quaternario, em diferentes pH, como descrito por SCOTT (1965) e DUARTE e

JONES (1971).

Uma solugdo aquosa de Cetavlion 3%, pH 7,0, foi adicionada em igual volume (~50 mL)
a solucdo dos polissacarideos em agua. Apos a agitagdo magnética por 30 min, a solugdo foi
centrifugada a 3.200 r.p.m., durante 15 min. Houve formag¢do de pequena quantidade de
precipitado em pH 7,0, o qual foi descomplexado com solu¢do de cloreto de sodio 4 M, a
solugdo obtida foi adicionado excesso de etanol. Apos a centrifugagdo a 8.000 r.p.m., por 30
min, o precipitado foi separado do sobrenadante. Este procedimento foi repetido mais 3 vezes.
Em seguida o precipitado foi redissolvido em agua destilada, dialisado contra agua corrente

durante 48 horas, congelado e liofilizado.

Ao sobrenadante da porgdo tratada com Cetavlon 3%, adicionou-se igual volume de
tampdo borato, pH 8,5. Houve imediata formagido de precipitado de coloragdo branca. Apés
agitagdo por 1 hora, o precipitado obtido na forma de complexo pdlissacaridico boratado com
base quaternaria também foi separado do sobrenadante mediante centrifugagdo a 3.200 r.p.m,
por 20 min. O precipitado foi descomplexado da mesma maneira acima descrita, exceto que o
agente descomplexador utilizado foi acido acético em concentragio 2 M. Apods esses

procedimentos, foi entdo calculado o rendimento dos materiais.
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O sobrenadante da precipitagdo em pH 8,5 foi tratado com solugio de NaOH M com o
auxilio do potencidmetro e sob agitagdo até pH 10,0. Ap6s 30 min, foi observada a presenca de

pequena quantidade de precipitado, que foi isolado e descomplexado da mesma maneira descrita

para o precipitado em pH 7,0.

Finalmente, o pH do sobrenadante foi elevado a 12,0 com solu¢io de NaOH M mantido
em agitagdo. Ap6s 30 min, também foi observada a presenga de pouca quantidade de precipitado,

que foi igualmente descomplexado.

Apos, neutralizou-se a solugdo sobrenadante final com acido acético concentrado na
temperatura de 0-2° C. Realizou-se entdo um teste de fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al.,

1956), o qual indicou a presenga de aglcares nesta fragdo (sobrenadante de Cetavion pH 12,0).

Essa porgdo teve seu volume reduzido no rotaevaporador;, em seguida foi congelada e
liofilizada. Apos este tratamentb, a amostra foi dissolvida em pequeno volume de agua e os
polissacarideos foram precipitados em excesso de etanol absoluto. A fnistura foi centrifugada em
3.500 r.p.m. durante 15 minutos; ao precipitado foi adicionado excesso de etanol novamente,
processo que se repetiu mais duas vezes. O precipitado final foi redissolvido em agua destilada,

dialisado por 48 horas contra agua corrente e liofilizado.

Os precipitados das etapas de complexagdo com Cetavlon e os sobrenadantes finais
acima descritos tiveram os rendimentos e as composi¢des monossacaridicas determinados para

cada espécie liquénica.

No presente trabalho apenas as estruturas das fragdes precipitadas por Cetavlon com

borato em pH 8,5 foram estudadas, e reservadas as outras fragdes para investigagdes futuras.

3.1.3.4 Purifica¢do da fragdo Sobrenadante de Fehling precipitada em pH 8,5

O processo de precipitagdo em diferentes pHs acima descrito foi repetido para todas as
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amostras que precipitaram em pH 8,5. Nesta etapa, a descomplexagdo da fracdo precipitada em
pH 8.5 foi realizada em gradiente de solugio de NaCl em diferentes molaridades, em 0,1 Me 0,2
M. Em NaCl 0,2 M toda a amostra foi descomplexada. A fragdio que apresentou maior
rendimento, descomplexada em NaCl 0,2 M, teve sua etapa final de purifica¢io alcan¢ada com o
uso de coluna de gel Sepharose CL-6B (46,0 x 1,0 cm d.i.) O eluente utilizado foi agua destilada,

no fluxo de 1 mL/min. O volume das fragdes coletadas foi igual a 1,8 mL.

3.2 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS DOS LIQUENS EM

ESTUDO
3.2.1 COMPOSICAO EM MONOSSACARIDEOS
3.2.1.1 Hidrolise acida total

Amostras de carboidratos (aproximadamente 5 mg) foram tratadas com solugdo aquosa
de TFA (HOUGH et al., 1972) 1 M (aproximadamente 1,5 mL), durante 8 horas a 100° C
(WORANOVICZ, 1995). Ap6s as hidrolises, o TFA remanescente foi removido por evaporagao
a secura das solu¢des hidrolisadas. Parte dos polissacarideos hidrolisados foram dissolvidos em
agua e cromatografados em papel-técnica descendente, solvente 5:3:3 (1-butanol-piridina-agua),
revelador: nitrato de prata alcalino (TREVELYAN et al., 1950). A outra parte foi levada a

reducio e acetilagdo, conforme se passa a descrever.

3.2.1.2 Redugio e acetilagdo dos produtos de hidrolise acida

As misturas de monossacarideos obtidas das hidrolises acidas totais foram reduzidas com
NaBH, (WOLFROM e THOMPSON, 1963b) na temperatura ambiente, durante 16 horas. Apos
esse periodo, as solugdes reduzidas foram tratadas com resina cationica, a fim de serem

removidos os ions sodio. Apos filtragio por algoddo, as amostras foram levadas a secura sob
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pressdo reduzida. O 4cido borico resultante desse tratamento foi eliminado por co-destilagdo com

metanol na forma de borato de metila.

Os alditois obtidos foram acetilados com uma mistura de anidrido acético e piridina (1:1,

v/v,2 mL), durante 16 horas, na temperatura ambiente (WOLFROM e THOMPSON, 1963a).

O processo de acetilagdo foi interrompido pela adi¢do de gelo ao sistema; os alditdis
acetilados foram extraidos com cloroformio. A piridina residual da fragdo cloroformica foi
removida da preparagdo mediante sucessivos tratamentos com solu¢do aquosa de CuSO,4 a 2%.
Apds a eliminagio total da piridina, a fragdo cloroférmica foi desidratada com o auxilio de
sulfato de sodio anidro e filtrada por algoddo. Apos secura, os acetatos de alditois foram

analisados por GC-MS, em colunas revestidas com OV-225 ou DB-225, a 220° C.

3.2.2 TESTE DE HOMOGENEIDADE E DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR
3.2.2.1 Cromatografia de gel permeagdo (GPC)

Amostras de heteropolissacarideos de todas as espécies (aproximadamente 2 mg) tanto da
fracdo Precipitado de Fehling quanto da fragdo Precipitado de Cetavlon pH 8,5 foram dissolvidas
em 0,3 mL de uréia 6 M. Em seguida, foram aplicadas em coluna de Sepharose CL-4B (61,0 x
1,7 em d.i.). O eluente empregado foi 4gua destilada e o volume das fragdes coletadas igual a 2

mL.

As fracdes coletadas da coluna foram monitoradas por meio do conteudo de aglcar total,
pelo método de fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A calibragio da coluna foi efetuada

com a eluigdo de dextranas de diferentes massas moleculares (2,0 x 10°, 5,0 x 10° ¢ 2,66 x 10°).

O volume de elui¢do de uma dextrana comercial (5 a 40 x 10°) foi utilizado como volume

morto da coluna.
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Amostras de glucanas (aproximadamente 2 mg) foram dissolvidas em 0,3 mL de NaOH
M e aplicadas em coluna de Sepharose CL-4B (61,0 x 1,7 cm d.i.). Elas foram eluidas com
NaOH 0,05 M; as fragdes resultantes (2 mL) foram igualmente festadas pelo método do fenol-
acido sulfirico. O volume de elui¢do de uma dextrana comercial (5 a 40 MDa) foi utilizado
como volume morto da coluna, utilizando como eluente solu¢io de NaOH 0,05 M. A calibragdo
da coluna foi realizada com a eluicio de dextranas de massas moleculares de 2,0 x 10°, 5.0 x

10°,2,66 x 10° ¢ 8,16 x 10*.

3.2.3 METILACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.3.1 Metilagdo dos polissacarideos das fragdes Precipitado de Fehling e Sobrenadante de

Fehling: polissacarideos soliveis em agua

Uma amostra de cada polissacarideo (aproximadamente 40 mg) foi tratada com NaBH,, na
temperatura ambiente, durante 2 horas. Apos redugdo, os polissacarideos foram dialisados contra
agua corrente durante a noite. A fragdo ndo dialisavel foi evaporada até a secura sob pressdo
reduzida e submetida a metilagdo com sulfato de dimetila (DMS) em solug@o alcalina, segundo o
processo descrito por HAWORTH (1915): o residuo seco no baldo foi dissolvido em 5 mL de
solu¢do aquosa de NaOH 40% p/v. Em seguida foram feitas 5 adigdes de 0,5 mL de DMS; na
Gltima houve prévia adicdo de mais 2 mL de NaOH 40% p/v. Esse procedimento foi realizado
sob agitagdo magnética constante e na temperatura ambiente. Essa operagdo foi repetida por mais
dois dias consecutivos; no quarto dia, o processo de metilagdo foi interrompido pelo
aquecimento do sistema a 100° C durante 30 min, a fim de decompor o excesso de DMS. Apds
resfriamento a 0-2° C, o meio foi neutralizado com 4cido acético glacial e levado a dialise contra
agua corrente por aproximadamente 96 horas. Decorrido esse periodo, os polissacarideos
parcialmente metilados foram liofilizados e submetidos ao tratamento com iodeto de metila em

meio alcalino, de acordo com o método descrito por CIUCANU e KEREK (1984). Ao
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polissacarideo parcialmente metilado foi adicionado DMSO, conforme a proporgdo mantida pelo
método original. Apos a solubilizagdo, NaOH seco e pulverizado foi adicionado. A mistura (50
mg polissacarideo: 5 mL DMSO: 200 mg NaOH: 1 mL CHj;]) foi agitada por 15 min e, ent3o, foi
adicionado iodeto de metila. Apds a agitagdo por 15 min, a reagdo foi interrompida com agua na
temperatura de 0-2° C. Em seguida, esse material foi levado a dialise contra agua corrente por

aproximadamente 96 horas.

A fragdo ndo dialisavel foi evaporada em pressio reduzida, liofilizada e remetilada pelo
mesmo método acima descrito. Para a fragdo Sobrenadante de Fehling mais uma repeti¢do do

método de CIUCANU e KEREK (1984) foi necessaria.

O polissacarideo foi extraido com cloroférmio e lavado diversas vezes com agua
destilada. O solvente foi evaporado, e o material secado em aparelho de Abderhalden durante a

noite.

O polissacarideo permetilado foi inicialmente analisado por espectroscopia de
infravermelho e em seguida derivatizado, o que resultou nos seus respectivos acetatos de alditois,

como descrito no item 3.2.3.3.

3.2.3.2 Metilagdo da glucana de C. penicillata: polissacarideo insolivel em agua

O polissacarideo (40 mg), apos redugdo com NaBHs, foi parcialmente metilado trés vezes
com solugio aquosa de NaOH 40% p/v e DMS (HAWORTH, 1915); o processo foi completado
com NaOH-DMSO-CH;I (CIUCANU e KEREK, 1984) até o material ndo apresentar absor¢do
de banda de OH em espectroscopia de infravermelho (3400 em™). O produto metilado foi

derivatizado para seus respectivos acetatos de alditois, como a seguir se descreve.
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3.2.3.3 Analise dos polissacarideos metilados na forma de acetatos de alditois

Uma amostra de cada polissacarideo metilado (2 a 10 mg) foi submetida & metanélise
com solugdo de 4cido cloridrico em metanol a 3,5% (v/v, 2 mL), sob refluxo, por 2 horas, em
banho-maria na temperatura de 100°C (GORIN e IACOMINI, 1984). Apés a adigio de
carbonato de prata para eliminagdo do acido na forma de cloreto de prata, foi realizada uma
filtragdo com papel de filtro. O filtrado foi evaporado a secura sob pressdo reduzida e submetida
a hidrolise com 1,5 mL de acido sulfurico 0,5 M, durante 14 horas, na temperatura de 100° C. O
excesso de acido sulfurico foi eliminado com carbonato de bario. O filtrado limpido foi tratado
com boroidreto de sodio, durante 16 horas, na temperatura ambiente. Decorrido o periodo de
redugio, os ions sddio foram eliminados pelo tratamento com resina cationica e o acido borico
formado foi removido por co-destilagdo com metanol. A acetilagdo dos alditois parcialmente
metilados foi realizada pelo método convencional com anidrido acético e piridina na propor¢do
de 1:1; os acetatos de alditois resultantes foram analisados por GC-MS em colunas capilares

revestidas com OV-225 ou DB-225 como se descreve em Métodos Analiticos Gerais.

A diferenciagio entre a fonte dos derivados 3-O-metil e 4-O-metil-manitol foi realizada
por metandlise (solugdo de 4cido cloridrico em metanol 3%), sob refluxo, durante 5 horas
(GORIN e IACOMINI, 1984). Os produtos foram neutralizados com carbonato de prata e, apos,
foram acetilados pelo método convencional com anidrido acético e piridina e analisados

conforme se descreveu anteriormente em coluna revestida com OV-225.

3.2.4 DEGRADACAO TIPO SMITH DE POLISSACARIDEOS
3.2.4.1 Degradagio de polissacarideos seguida de hidrolise acida total

Uma amostra de cada polissacarideo (50 mg) foi oxidada com solugdo de metaperiodato

de s6dio 0,05 M (50 mL), durante 96 horas, na temperatura ambiente e na auséncia de luz
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(ABDEL-AKHER et al., 1952; HAY et al., 1965, IACOMINI et al., 1981). A oxidagdo foi
interrompida com a adigdo de 2 mL de etilenoglicol; a solugdo oxidada, apés 20 min sob
agitagdo, foi dialisada contra agua corrente por 16 horas. Apés a dialise, a solucio com o
polialdeido foi tratada com boroidreto de bsc’)dio, durante 6 horas, na temperatura ambiente. O
excesso de agente redutor foi decomposto pela adi¢do de solugdo aquosa de 4cido acético 2 M
até pH 7,0, na temperatura de 0-2° C; a solugio reduzida foi dialisada contra 4gua corrente,
durante 48 horas. A solugdo resultante teve seu volume reduzido a 25 mL; a oxidagdo com
metaperiodato de sddio, seguida da redugdo com boroidreto de sddio, foi repetida mais uma vez,
com igual procedimento. No final dessa etapa, a fragdo ndo dialisavel foi liofilizada. O produto
da liofilizagdo foi submetido a hidrolise com 1,5 mL de TFA 1 M, na temperatura de 100° C,

durante 8 horas, seguido de redugio e acetilagdo como se descreve no item 3.2.1.2.

3.2.4.2 Degradag¢io da glucana de Cladonia penicillata seguida de hidrdlise acida parcial

A glucana (20 mg) foi oxidada conforme se descreveu no item anterior. Ao final do processo
o material foi concentrado a 20 mL; a hidrolise parcial foi efetuada por ajuste do pH a 2,0 com
solu¢do diluida de H;SO4, na temperatura de 100° C durante 30 min. Apos a deioniza¢do e
evaporacdo da solugdo, esta foi analisada por cromatografia em papel, conforme descrito no item

3.3.1.1, a qual evidenciou a presenga exclusiva de 2-O-o.-D-glucopiranosil-D-eritritol.

3.2.5 DETERMINACAO DA CADEIA PRINCIPAL DA GALACTOMANOGLUCANA DE
Cladonia miniata
O heteropolimero (67 mg) foi oxidado conforme descrito no item 3.2.4.1. Ao final do
processo o material foi liofilizado (30,9 mg) e a hidrolise parcial foi realizada em 2,5 mL de

solucdo de TFA pH 1,7, na temperatura de 100° C durante 35 min. Apos a evaporagdo da solugéo
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até secura, o material foi suspenso em 10 mL de 4gua destilada e precipitado em excesso de
etanol. Apds centrifugagdo a 14.000 rp.m. durante 20 min, a fragdo sobrenadante foi
concentrada sob pressdo reduzida e testada quanto a presenga de carboidratos pelo teste do fenol-
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Em seguida foi liofilizada, reduzida, acetilada e analisada
conforme se descreveu anteriormente, em coluna revestida com OV-225.

A fragfo precipitada em etanol foi ressuspensa em agua e dialisada em sistema fechado
por 48 horas. Apods a liofilizagdo, a fragdo foi utilizada para determinagdo da composicdo

monossacaridica, e analises de RMN "*C e rotagdo especifica.

3.2.6 ACETOLISE PARCIAL DOS POLISSACARIDEOS DA FRAGAO PRECIPITADO DE

FEHLING

Os oligossacarideos foram obtidos por acetolise conforme o método descrito por LEE e
BALLOU (1965): uma amostra de cada polissacarideo (aproximadamente 200 mg) foi dissolvida
em uma mistura de 4cido acético glacial: anidrido acético: acido sulfurico 98% na proporgédo de
10:10:1 v/v. Durante o processo, a temperatura da mistura foi mantida a 20° C. A produgdo de
oligossacarideos foi monitorada por cromatografia em camada delgada, comparando-se com
padrdes de monossacarideo (manose penta-acetato) e dissacarideos (maltose e lactose octa-
acetatos). A fase movel utilizada foi acetato de etila: hexano (1:1) e revelada com a mistura
sulfato cérico 1% € acido molibdico 1;5% em solugdo aquosa de acido sulfurico 10% a 100° C. A
média de seis dias foi ideal para a produgdo de oligossacarideos. No final deste periodo, a
mistura foi centrifugada a 3.100 r.p.m., durante 15 minutos. A porgdo sobrenadante foi colocada
em aproximadamente 40 mL de uma mistura de agua e gelo, e o pH da soluc@o foi ajustado para
5,5 pela adigdo de hidroxido de sodio 40%. Posteriormente o material acetolisado foi extraido

com cloroformio, o qual foi lavado com bicarbonato de sédio 1M. Este processo foi repetido trés
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vezes. A fragio cloroformica foi desidratada com o auxilio de sulfato de sodio anidro e filtrada
por algoddo. Em seguida a mistura foi levada a secura sob pressdo reduzida e liofilizada, a fim de
ser obtido o rendimento.

Quando necessario, os oligossacarideos acetolisados acima descritos foram submetidos a
desacetilagdo. Estes foram dissolvidos em mistura de cloroformio: metanol (2:1) e desacetilados
pela adi¢do de quantidade catalitica de metdxido de sddio em metanol. Apds repouso por 1 hora
na temperatura ambiente, foi adicionado acido acético glacial para neutralizagio do meio
alcalino e a solugdo neutralizada foi concentrada a secura. O residuo no baldo de evaporagio foi
entdo dissolvido em 4gua, deionizado com misturas de resina catidnica e anidénica na proporgao
de 3:1. Apos a filtragdo, as amostras em solug@o foram congeladas e liofilizadas, para a obtengdo
dos respectivos rendimentos. Os oligossacarideos obtidos por acetolise foram purificados em
coluna de silica gel ou HPLC, e tiveram suas estruturas determinadas por técnicas de RMN 'H,

como descrito no item 3.3.2.1.

3.3 METODOS ANALITICOS
3.3.1 METODOS CROMATOGRAFICOS
3.3.1.1 Cromatografia em papel (CP) e em camada delgada (TLC)

As analises cromatograficas qualitativas em papel foram desenvolvidas pela técnica
descendente, em papel Whatman n° 1, com o sistema de solvente 1-butanol-piridina-agua 5:3:3
(v/v) (HOUGHv e JONES, 1962). A detecgio de carboidratos foi realizada com os reagentes de
nitrato de prata alcalino (TREVELYAN et al., 1950) e de cloridrato de p-anisidina (HOUGH et

al., 1950).

Cromatografias em camada delgada foram realizadas em placas de aluminio revestidas

com silica gel 60F-254 (Merck). Os sistemas de solventes utilizados foram: acetato de etila-
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metanol-agua 4:2:1 (v/v) para amostras polares, € acetato de etila-hexano 1:1 (v/v) para amostras
ndo polares. A visualizagdo dos carboidratos foi obtida pela borrifagdo da placa com mistura de

sulfato cérico 1% e acido molibdico 1,5% em H,SO4 10% e seca com ar quente.

3.3.1.2 Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa foram
realizadas em cromatografo a gas "VARIAN", modelo 3300, acoplado a um espectrometro de
massa da marca FINNIGAN ION-TRAP, modelo 810 R-12 e equipado com coluna capilar de
silica fundida revestida com OV-225 (30 m x 0,25 mm d.i.) e DB-225 (15 m x 0,25 mm d.i.). A
temperatura da primeira foi mantida a 50° C, e, entdo, rapidamente programada a 40° C/min, até
220° C e mantida constante. A temperatura de injecdo da ultima foi 50° C e mantida constante

(220° C). O gas de arraste utilizado foi hélio ultrapuro, com fluxo de 2 mL/min.

Essas colunas foram empregadas para a quantificagdo de acetatos de alditois e acetatos de
alditois parcialmente metilados, identificados pelos seus perfis caracteristicos (JANSSON et al.,
1976) de fragmentagdo e pelos seus tempos de retengdo, que foram comparados com aqueles de

padrdes injetados. As areas dos picos foram obtidas por integragdo automatica.

3.3.1.3 Cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)

As misturas de oligossacarideos foram dissolvidas em acetonitrila grau HPLC ou agua
MiliQ (para amostras acetiladas ou na forma livre respectivamente) e filtradas através de
membrana de filtragdo com poros de 0,45 um. A separagdo foi realizada em HPLC modelo
WATERS ™ e equipado com controlador WATERS ™ 600. Os eluatos foram monitorados pelo
indice de refragdo (IR), com auxilio de refratdometro WATERS 410 DIFFERENTIAL acoplado

ao aparelho. O sistema foi controlado pelo programa MILLENIUM, versdo 2.10. As colunas
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usadas para separag:ﬁo foram DELTA-PAK™ C'®. WATERS (fase reversa), 8 mm x 100 mm
(analitica) ou 25 mm x 100 mm (semi-preparativa) e ALLTECH CARBOHYDRATE 10 micron-
WATERS (C), 4,1 mm x 300 mm (fase normal). Os oligossacarideos acetilados foram eluidos
em mistura de 4gua e acetonitrila na proporgdo 3:2 (v/v), com fluxo de 3 mL/min. Nos casos em
que um unico pico continha mais de um oligossacarideo, a desacetilagio foi realizada e as
misturas foram recromatografadas em coluna de fase normal acima citada na mistura de

solventes acetonitrila: agua (3:2 v/v), com fluxo de 2,2 mL/min.

3.3.1.4 Cromatografia em coluna de silica gel

2-0-o-D-manopiranosil-a.3-D-manose isolado de Cladonia imperialis foi purificado
utilizando-se coluna cromatografica da seguinte maneira: uma amostra da mistura de
oligossacarideos foi dissolvida em 0,3 mL da mistura de solventes acetato de etila: metanol: 4gua
(4:2:1). Em seguida foi aplicada em coluna de silica gel (20,0 x 2,0 cm d.i.). O eluente
empregado foi 0 mesmo utilizado para dissolver a amostra, e o volume das fragdes coletadas
igual a 2 mL. O total de 30 fragdes foi coletado.

As fragdes obtidas da coluna foram monitoradas por meio de TLC, utilizando-se a mesma
mistura de solventes acima citada como fase movel. Para a visualizagdo, a placa foi borrifada
com a mistura de sulfato cérico 1% e acido molibdico 1,5% em H,SO,4 10%, como se descreve
no item 3.3.1.1.

O mesmo dissacarideo, porém na forma acetilada, foi obtido de galactoglucomanana
isolada de Cladonia ibitipocae: o-D-Manp-(1—2)-D-Manp foi purificado e caracterizado na
forma do seu correspondente derivado acetil, devido a maior facilidade em determinar sua
estrutura através de RMN.

1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-manopiranosil )-a.-D-manopiranose

foi purificado utilizando-se coluna cromatografica da seguinte maneira: uma amostra da mistura
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de oligossacarideos foi dissolvida em 0,3 mL da mistura de solventes acetato de etila:hexano
(1:1). Este material foi aplicado em coluna de‘ silica gel (20,0 x 2,0 cm d.i.). O eluente
empregado foi o mesmo utilizado para dissolver a amostra, porém em proporgdo 2:1, e o volume
das fragdes coletadas igual a 2 mL. Trinta fragdes de 2 mL cada uma foram coletadas, as quais
foram monitoradas por TLC. As fragdes que apresentaram maior concentragdo em carboidratos
tiveram seu 1f 1oc igual a 1,0. Estas foram analisadas por RMN- 1D (‘H) e 2D (COSY, TOCSY e

NOESY), e forneceram os valores apresentados em Resultados e Discussao.

3.3.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.3.2.1 Ressonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H)

Os espectros de RMN 'H uni- e bidimensionais [COSY (ZAHRINGER et al., 1995),
NOESY (AGRAWAL, 1992), TOCSY (BRAUNSCHWEILER e ERNST, 1983) ¢ HMQC
(FRIEBOLIN, 1993)] foram obtidos pelo uso do espectrometro BRUKER WM-400 e -600 MHz

a 25° C, incorporados ao transformador de Fourier.

Os oligossacarideos derivatizados foram dissolvidos em CDCl3; os ndo substituidos
foram dissolvidos em D,0. Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) relativos a
ressonancia do TMS (8 = 0) para espectros cujas amostras foram dissolvidas em CDCl; e

relativos ao DSS para aquelas dissolvidas em D;0.

As glucanas insoliveis em 4gua foram dissolvidas em D,0 com NaOH 3% e analisadas
em aparelho BRUKER DRX-400 na temperatura de 30° C. Experimentos bidimensionais foram
obtidos apenas para a glucana de Cladonia penicillata e obtidos na temperatura de 70° C. A
amostra foi dissolvida em DMSO-ds com pequena quantidade de D,0, a fim de realizar as trocas

dos grupos OH.
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Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento foram obtidos de analises de

primeira ordem dos espectros.

3.3.2.2 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN C)

Os espectros foram obtidos pelo uso do espectrdometro BRUKER AC-300 e CXP-300,
(polissacarideos da fragdo Precipitado de Fehling) ¢ BRUKER DRX-400 (glucanas e
polissacarideos da fragdo Sobrenadante de Fehling), incorporados ao transformador de Fourier.
Os polissacarideos soluveis em agua foram analisados com solugdes de D,0; aqueles insoluveis
em agua, dissolvidos em DMSO-ds e um pequeno volume de D,O. As amostras foram analisadas

em tubos de 150 x 5 mm d.i. na temperatura de 70° C.

Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) relativos a ressonancia do TMS
externa (6 = 0) determinada em experimento separado e a ressondncia do DSS interna no caso
dos oligossacarideos ndo derivatizados; e, ainda, relativos a ressonancia do TMS interna para

oligossacarideos acetilados.

3.3.3 METODO ESPECTROFOTOMETRICO

A determinacéo de carboidratos totais foi realizada pelo método do fenol-acido sulfarico

(DUBOIS et al., 1956). Os complexos coloridos resultantes da reag@o foram lidos a 490 nm.

3.3.4 POLARIMETRIA

As rotagdes especificas de amostras soluveis em agua foram obtidas com solugBes
aquosas 1% (p/v) em polarimetro digital RUDOLPH RESEARCH AUTOPOL II, exceto no caso

de oligossacarideos, cuja concentragdo foi 0,1%. As glucanas insoliiveis em agua foram
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dissolvidas em solugdo aquosa de NaOH 2% e analisadas em polarimetro AUTOPOL III a 589

nm na temperatura de 25° C e em concentragdo final de 0,1%.

3.3.5 METODOS COMPLEMENTARES
Os métodos complementares utilizados nos experimentos foram:

a) Os reagentes e solventes utilizados apresentavam caracteristica P.A., exceto os utilizados

para cromatografia liquida de alta precisdo, que possuiam “grau HPLC”,

b) As pesagens de precisdo foram feitas em balangas analiticas SAUTER, modelo KG-D-7470
e METTLER AE 160. Para outras pesagens foi utilizada a balanga MICRONAL modelo B-

1600,
¢) Os liquens foram moidos em moinho WILEY, sob malha de 20 mesh,;

d) As concentragdes de solugdes foram realizadas em rotaevaporador FISATOM, modelo 802,

sob pressdo reduzida, cuja temperatura ndo ultrapassava os 50° C,

e) As liofilizacdes de solugdes foram feitas em aparelhos VIRTIS, modelo 10-145 MR-BA e

LABCONCO;

f) As centrifugagdes foram realizadas em centrifugas BECKMAN, modelos J21B e J2-HS

(10.000 r.p.m.) e CELM, modelo LS-111053 (3.200 r.p.m.);

g) A espectroscopia na regido visivel foi efetuada em aparelho DIGIMED DME-21 e

SPECTRONIC 20 GENESYS;

h) As determinagBes espectrofotométricas na regido do infravermelho (400 cm’ a 350 cm™)

foram realizadas em aparelhos BECKMAN ACCULAB TM;; ¢ BOMEN HARTMANN

& BRAUN MB em filmes de CHCl;, quando o material era soluvel em tal solvente sobre

células de NaCl, ou em pastilhas de KBr;
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1) As medidas e aferigdes de concentragdes hidrogenionicas (pH) foram procedidas em

potenciometros MICRONAL, modelo B222 ¢ CORNING, modelo 7,

j) A remogdo de material inorganico de solugdes pelo uso de resinas trocadoras de ions foi

feita pela agitacdo das solu¢Ges com resina catidnica (Dowex SOW x 8 ou Dowex 50W x 12
- forma H+) e/ou com resina anidnica (Dowex 2 x 8 - forma HCOj3") e posterior filtragio

por papel ou por algodio;

k) A precipitagio dos polissacarideos em excesso de etanol corresponde aproximadamente a

uma parte da solugfo de polissacarideos para 3 até 5 partes de etanol.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Treze amostras de liquens do género Cladonia e uma do género Cladia, cujos fragmentos
estdo mostrados nas Figuras 1.1, 1.2 e 1.3, foram submetidas a pesquisa dos seus polissacarideos,

dando-se énfase ao estudo comparativo dos homo- e heteropolimeros.

Entre as 455 espécies descritas de Cladonia, aproximadamente 100 sfio encontradas em
abundéncia no Brasil, especialmente na Serra do Ibitipoca, MG, que foi chamada de “Paraiso das
Cladonias” por TEUVO AHTI em 1993 (MARCELLI, 1994b). Todas as espécies em estudo
possuem identificagdo referente aos numeros de coleta e foram depositadas no herbario Maria
Eneyda P. Kauffmann Fidalgo, cuja sigla oficial internacional é SP, do Instituto de Botanica de

Sédo Paulo.

Cladonia clathrata, C. imperialis, C. furcata, C. signata e Cladia aggregata foram
coletadas no municipio de Itamonte, MG, entre 2.000 e 2.150 m de altitude, entre plantas
herbaceas e gramineas em campos de altitude e na beira da estrada para o Parque Nacional do
Itatiaia. Cladonia signata tem aparéncia de Cladina, tendo sido referida para este género por
varios autores (AHTI, 1961). Essa espécie lembra Cladina confusa (R. Sant.) Folmann & Abhti,
bem delicada, ja estudada pelo grupo de Quimica de Carboidratos da Universidade Federal do
Parana quanto aos seus carboidratos (IACOMINI et al., 1985). E encontrada nas Guianas e, no
Brasil, nos Estados do Amazonas e Minas Gerais. Cladonia furcata se desenvolve no solo, sobre
troncos em decomposi¢do; sua distribuigio geografica € ampla, incluindo Australia, Nova
Zelandia, Asia, Europa, América do Norte ¢ Central, Colombia, Venezuela, Brasil, Chile e
Argentina (STENROOS et al., 1992). C. imperialis é encontrada na Serra da Mantiqueira,
principalmente no Parque Nacional do Itatiaia no Rio de Janeiro e Minas Gerais, em
afloramentos de rochas das florestas umidas. Pelo contrario, C. clathrata cresce em ambientes
arenosos e abertos, é localizada em abundéincia, especialmente nas proximidades da costa. E
encontrada em parte do nordeste brasileiro, da Paraiba ao Espirito Santo e também em Minas

Gerais.
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lé‘hdonia fnﬂ‘dia (23007) . " Cladonia furcata (22975)

 Cladonia signata

FIGURA 1.1 - Fragmentos dos liquens Cladonia clathrata, C. imperialis, C. furcata (23007), C.

Sfurcata (22975) e C. signata.
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Cladonia connexa, C. crispatula, C. ibitipocae, C. penicillata, C. miniata e C.
substellata, coletadas no municipio de Lima Duarte, MG, crescem em tufos, sobre a fina capa de
solo arenoso-humoso que se encontra sobre a rocha quartzitica ou mesmo diretamente sobre a
rocha, exceto C. miniata, que cresce sobre caules queimados de Vellozia. As espécies crescem
diretamente expostas ao sol ou na pouca sombra fornecida por arvoretas de poucos galhos;
atingem maior tamanho quando crescem no caminho da agua de escorrimento, na encosta da

montanha, como € o caso dos individuos amostrados.

“CMM"“’ connexu v T  Cladonia crispatula

~ Cladonia ibitipocae , . Cladonia penicillata

FIGURA 1.2 - Fragmentos dos liquens Cladonia connexa, C. crispatula, C. ibitipocae e C.

penicillata.
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Cladonia salmonea n° 29692, coletada em MG, Caeté, Serra da Piedade, cresce exposta
em frestas do chdo rochoso do campo rupestre. A de n° 29828, proveniente do municipio de
Brumadinho, MG, Serra da Moeda, Retiro das Pedras, cresce no chdo rochoso plano,
principalmente em frestas e cantos no campo rupestre. A espécie € muito comum nos terrenos

ricos em minério de ferro desse Estado e € parte importante da paisagem na Serra da Moeda.

A espécie representante do género Cladia neste estudo, C. aggregata, pertence a este
género, e ndo ao género Cladonia, por apresentar o talo vertical perfurado lateralmente, embora,
em 1827, esta espécie tenha sido conhecida como Cladonia aggregata e, em 1938, como

subespécie subminiata desta mesma espécie (STENROOS et al., 1992).

Cladonia miniata - a3  Cladenia substellata

" (ladonia salmonea . o  (Cladia aggregata

FIGURA 1.3 - Fragmentos dos liquens Cladonia miniata, C. substellata, C. salmonea e Cladia
aggregata.
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ESQUEMA 1

Cladonia spp.
seco, limpo e pulverizado

|

Extracdo cloroformio-metanol (2:1)

|

I Liquen residual (I) ’ l Compostos hidrofobicos I

Extragdo metanol-agua (4:1)
1

| |

Oligossacarideos, glicosideos

Liquen residual (IT)

e alcoois

Extragdo KOH 2% (100° C),
dialise,
precipitagdo com etanol
l

| | ]

Polissacarideos

Liquen residual (IIT)

Purificagdo congelamento-degelo

1

( l

I Precipitado (I) ' I Sobrenadante (I) ,

|

Extragdo KOH 2% (100° C),
centrifugacio,
dialise,
purificacdo congelamento-degelo 3x
I

L |

I Precipitado(Il) ' ' Sobrenadante l

]
Extragdo AcOH 4% (100° C),
dialise,
purificagdo congelamento-degelo
|

| |

Sobrenadante I Precipitado (I1I) _»! GLUCANAS \
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ESQUEMA 11
Sobrenadante I
(sobrenadante congelamento-
degelo)

Solugao de Fehling 2x
1

Sobrenadante IIS

Precipitado IS

Cetavlon pH 7,0

Cetavlon pH 8,5 (tamp&o borato)

Cetavlon pH 10,0 (tamp&o borato)

Cetavlon pH 12,0 (tamp&o borato)
{

GALACTOMANANAS e
GALACTOGLUCOMANANAS

Precipitado I pH 8,5

Descomplexagdo AcOH 2M
Liofilizagao
|
Fragdo A

Cetavlon diferentes pHs

|

Precipitado I pH 8,5

Descomplexagdo gradiente
NaCl0,1Me0,2M

|
Fragao B
(NaCl1 0,2 M)

Sepharose CL-6B

il

Fragdo C
(Pico 1)

! GALACTOMANOGLUCANAS '
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41 COMPONENTES SOLUVEIS NOS EXTRATOS CLOROFORMIO-METANOLICO E

METANOL-AQUOSO

As amostras extraidas com cloroférmio-metanol, processo que remove pigfnentos e outras
substancias lipossoluveis, como glicolipideos, apresentaram diferentes porcentagens de
rendimento nesta etapa de extragdo. Os rendimentos para as espécies em estudo estdo
apresentados na Tabela 1, o que demonstrou que esta etapa pode fornecer diferentes quantidades,
seja pelo fato de serem espécies diferentes ou mesmo a época de coleta, o local ou ainda de
distintas fases de crescimento dos liquens em estudo. Essas fragdes foram reservadas para
avaliagdes posteriores, especialmente no que se refere a ocorréncia e caracterizagdo estrutural de

glicolipideos em fungos liquenizados.

Os liquens posteriormente extraidos com a mistura metanol-agua apresentaram pequenas
diferengas quanto a porcentagem de rendimento desta etapa de extragdo (Tabela 1). A literatura
mostra que essa fracdo ¢ rica em carboidratos de baixa massa molecular, especialmente alcoois
como arabinitol, xilitol e manitol, e mono- e oligossacarideos (galactose, glucose, lactose,

sacarose ¢ outros) (CULBERSON C. F., 1969; PUEYO, 1980a,b, 1981; GORIN ef al., 1993).

Nos estudos quimiotaxondmicos parece ndo haver aplicagdo destes componentes at€ o
momento, devido a que, provavelmente, a sua distribui¢do ¢é especifica a certas espécies de
liquens e ndo caracteristica de determinados grupos taxondmicos; portanto os extratos metanol-
aquosos das espécies em estudo foram acondicionados, a fim de serem realizadas investigagdes

posteriores, principalmente para a avaliagdo do metabolismo nesses seres.

42 POLISSACARIDEOS DA EXTRACAO ALCALINA

Os materiais residuais, apos extragdo com cloroférmio-metanol e metanol-agua, foram

tratados com solu¢do de KOH 2%, como exposto no Esquema 1.
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TABELA 1 - Rendimento (g%) de fragdes obtidas de extragdes de Cladonia spp. e Cladia

aggregata.

LIQUEN Cloroférmio : Metanol (g%)’ Metanol : Agua (g%)°
C. clathrata 35 2,2
C. connexa 3.6 1,1
C. crispatula 39 1,7
C. furcata 22975 22 2,4
C. furcata 23007 6,2 23
C. ibitipocae 3.4 1,8
C. imperialis 29 | 2,1
C. miniata 4,6 2,0
C. penicillata 3,2 1,7
C. salmonea 29692 9,7 1,5
C. salmonea 29828 4,1 1,2
C. signatal 2.7 1,6
C. substellata 6,4 1,4
Cladia aggregata' 5,2 1,6

‘Rendimento calculado com base no peso total do liquen.

!. Dados obtidos da tese de Mestrado da autora.

Os extratos alcalinos, apds neutralizagdo, tiveram seus polissacarideos precipitados com
excesso de etanol. Os precipitados etandlicos, que forneceram diferentes rendimentos para as
espécies em estudo, variaram de 3,1 a 18,4 g% (Tabela 2). Como todas as amostras tiveram 0
mesmo tratamento nas etapas de extragdo, essa diferenga pode provir de fatores ambientais ou
ser caracteristica de cada espécie.

Pela analise por GC-MS dos acetatos de alditois obtidos dos materiais hidrolisados, foi

evidenciada a presen¢a de manose, galactose e glucose. Esses materiais, quando submetidos a

processos de congelamento e degelo sucessivos para separagéo dos polissacarideos soluveis em
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agua fria daqueles insoliiveis, forneceram duas fra¢des: Precipitado do congelamento e degelo,

insoluvel em 4gua fria, e 0 Sobrenadante do gelo e degelo, soluvel em agua fria.

TABELA 2 - Rendimento (g%) e composi¢do das fragdes obtidas do extrato alcalino de

Cladonia spp. e Cladia aggregata.

Extragdo  Precipitado “Cong.-Degelo”  Sobrenadante “Cong.-Degelo”

LIQUEN C;)I:lluzrtzh 0,2 Man:Gal:Glc 0/ Man:Gal:Glc

(@%)* (g%) (mol% )b (g%) (mol% )b
C. clathrata 6,0 0,7 13:23:63 5,5 52:35:13
C. connexa 6,5 1,2 33:32:21 4,6 56:44:0
C. crispatula 6,4 1,8 25:28:41 3,9 47:36:14
C. furcata 22975 3,7 0,4 19:30:49 2,8 34:28:36
C. furcata 23007 9.6 1,2 22:25:50 8.7 28:24:48
C. ibitipocae 15,8 2.7 39:27:32 12,6 60:35:2
C. imperialis 3,9 0,8 63:16:20 3,2 51:35:12
C. miniata 17,1 23 21:17:61 12,6 61:25:14
C. penicillata 3,1 0,9 21:16:61 23 49:40:10
C. salmonea 29692 18,4 3,7 25:17:59 13,8 42:45:12
C. salmonea 29828 10,3 1,5 24:17:57 8,9 47:33:18
C. signata1 | 3,7 0,5 28:30:41 2.4 31:31:48
C. substellata 6,0 1,1 38:27:31 40 63:29:7
Cladia aggregata 8,3 2,0 45:44:9 4.4 46:44:10

“Rendimento calculado com base no peso total do liquen. "Por GC-MS, como acetatos de
alditois, coluna OV-225, temperatura 40° C—220° C.

1. Dados obtidos da tese de Mestrado da autora.

Ambas as fragdes apresentaram como componentes monossacaridicos, na forma de
acetatos de alditois, glucose, galactose e manose (exceto C. ibitipocae, que apresentou, além

destas, 7% de ramnose no precipitado congelamento-degelo), e tanto o precipitado quanto o
precip 124
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sobrenadante do processo congelamento-degelo foram purificados por processos que serdo
discutidos a seguir. Deve ser observado que a proporgdo da fragio solivel em agua fria (2,3 g% a
13,8 g%) foi maior do que a insoluvel (0,4 g% a 3,7 g%), fato observado anteriormente em
estudo realizado com Cladina stellaris (como Cladonia alpestris), Cladina confusa (como
Cladonia confusa) IACOMINI et al., 1985), Cladia aggregata e outras espécies de Cladonia

(WORANOVICZ, 1995).

42.1 POLISSACARIDEOS DA FRACAO PRECIPITADO CONGELAMENTO-DEGELO

Apos o término do procedimento de congelamento-degelo, a fragdo insoluvel em agua
fria foi investigada quanto a sua composi¢do monossacaridica e respectivos rendimentos. Todas
as espécies em estudo apresentaram como componentes monossacaridicos na forma de acetatos
de alditdis, glucose, galactose e manose (Tabela 2). Como se observa, para a maioria das
espécies o componente encontrado em maior proporgio foi a glucose, o que indica a presenga de
glucanas insoluveis em é4gua fria nesta fragdo, porém provavelmente contaminadas com

polissacarideos da fra¢do solivel em agua fria.

As fragdes obtidas no primeiro passo do congelamento-degelo foram submetidas ao
processo de purificagdo descrito em Materiais € Métodos, item 3.1.3.1. Este procedimento foi
essencial para obtengio de glucanas purificadas: o contetdo percentual de glucose, que variou de
20 a 63% no Precipitado 1 (Esquema I, p. 53), aumentou até 98,9% nas fragdes puras

(Precipitado 111, Esquema I).

O conteudo de glucose para cada uma das espécies acima citadas foi: Cladonia clathrata:
97,9%; C. connexa:. 95,0%; C. crispatula: 98,9%; C. furcata: 96,5%;, C. ibitipocae: 94,8%;, C.
imperialis: 97,0%; C. miniata: 95,0%; C. penicillata: 96,5% C. salmonea. 93,0% e C. signata:

98,6%.
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Deve ser notado que, devido ao baixo rendimento dessa fracdo, e acrescentando o fato de
que parte do material de algumas espécies foi perdido durante as tentativas de suas purificagdes,
ndo foi possivel obter o material purificado de todas as espécies em estudo. Assim, os liquens
que ndo tiveram a fragdo Precipitado III totalmente caracterizada foram Cladonia substellata e
Cladia aggregata.

O perfil de elui¢do das glucanas estudadas em coluna de Sepharose CL-4B, das dez
espécies, exibiu apenas um pico nos cromatogramas, comportando-se como homogéneas no
experimento realizado, embora todos tenham apresentado pequena polidispersidade na sua massa
molecular. Também pelo emprego de filtragdo em gel, realizou-se a determinag@o da massa
molecular com o uso da mesma coluna, a qual variou de 5,4 x 10*a 7,6 x 10*. Ainda com relago
a pureza das glucanas, apenas pequenas diferengas em suas porcentagens de manose, galactose €
glucose foram encontradas, mas os sinais dos possiveis contaminantes ndo foram detectados
quando analisados por RMN C, os quais se mostraram idénticos (Figura 2).

O assinalamento de cada *C das a-D-glucanas (1—3)- (1—4), no total de 12 sinais, que
indicam uma cadeia com dois tipos de unidade ou ligagdo, foi possivel levando-se em
consideragdo a intensidade relativa dos picos, e foi confirmado pela observagdo dos espectros de
RMN BC de outras D-glucanas (YOKOTA et al., 1979). Quando integrados, os dois sinais
anoméricos de C-1 e C-1’ [ligagdo (1—3) e (1—4) respectivamente] em & 99,2 e 100,1,
demonstraram a proporgdo de 1,00: 1,16. A fim de estabelecer os deslocamentos quimicos de Bc
e 'H para todas as espécies em estudo, técnicas de RMN 1D e 2D (COSY, TOCSY e HMQC)
foram utilizadas. Os experimentos bidimensionais foram realizados para C. penicillata
(resultados na Tabela 3, p. 65) e, como as demais glucanas apresentaram espectros
unidimensionais de RMN *C e 'H idénticos, ou seja, mostraram os mesmos deslocamentos
quimicos, podem ser consideradas moléculas iguais. A integragdo das areas correspondentes ao

H-1 forneceu a proporgio de ligagdes (1—3)- (1—>4), uma vez que ndo ha sobreposi¢do de sinais
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FIGURA 2 - Espectro de RMN C em DMSO-ds + D;0 a 70° C (deslocamentos quimicos em J,

ppm) de a-glucanas obtidas de C. penicillata (A), C. crispatula (B), C. clathrata
(C), C. ibitipocae (D), C. furcata (E) C. signata (F), C. imperialis = C. miniata (G)

e C. connexa = C. salmonea (H).
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nesta regido. Os valores encontrados para cada glucana foram: C. penicillata: 1,00: 1,00, C.
Jurcata: 1,00: 1,04; C. signata: 1,00: 1,08; C. imperialis: 1,00: 1,01; C. crispatula: 1,00: 1,03; C.
ibitipocae: 1,00: 1,10; C. connexa: 1,00: 1,05; C. clathrata: 1,00: 1,03.

Além disso, a proporgdo de derivados O-metilaldose obtidos da glucana de C. penicillata,
correspondendo respectivamente as ligagdes (1—3) e (1—>4), ou seja, 2,4,6-tri-O-metilglucose e
2,3,6-tri-O-metilglucose, foi 1:1, o que esta de acordo com os resultados observados nas analises
de RMN 'H para cada espécie.

A andlise do espectro de RMN 'H de C. penicillata mostrou os sinais da glucana com

dois sinais anoméricos em campo baixo (Figura 3), indicando uma possivel ligagdo o.

33005 5 s s
ppm

FIGURA 3 - Integragdo da regido de H-1 do espectro de RMN 'H da a-glucana isolada de C.
penicillata em D,0 + NaOH 3%, a 30° C. Os deslocamentos quimicos foram

expressos em o, ppm.



Resultados e Discussio-62

Os sinais em 6 82,8 e em 78,9 sugerem ligagdes do tipo (1—3) e (1->4) respectivamente.
Na analise do DEPT, os sinais correspondentes a CH, apareceram invertidos e com
deslocamentos quimicos em & 60,1 e 60,5 para C-6 [a-(123)] e C-6" [a-(1—4)]
respectivamente, o que demonstra ndo haver substituicdo em C-6.

No experimento COSY (Figura 4) foi possivel identificar os H-2 ¢ H-3 de cada unidade:
o sinal de H-1 (§ 5,14) correlacionou com & 3,48 (H-2), e este com & 3,70 (H-3). Este
deslocamento foi confirmado por correlagdo com o sinal em & 82,6 (HMQC, Figura 5), tipico de
a-glucose ligada (153). A correlagdo de H-3 e H-4 no espectro de COSY forneceu o valor de &
3,52. Ainda para as unidades ligadas (1—>3), o deslocamento em & 60,1 de C-6 mostrou
correlagdo com o sinal em & 3,76 (H-6) no HMQC. A partir desta informagao, H—5v (6 4,03) e H-4
(6 3,52, confirmando corrélagéo entre H-3 e H-4), assim como C-5 (8 70,5) e C-4 (3 69,5) foram
obtidos.

O sinal em § 5,23 (H-1") possui correlagdo com & 3,55 (H-2’) e este, por sua vez, com 6
3,73 (H-3"). Pelo experimento de HMQC (Figura 5) foi possivel identificar os demais protons
das duas diferentes unidades de glucose: para a unidade substituida em C-4’, o respectivo H-4’
foi facilmente obtido por correlagdo com o sinal em & 78,9, caracteristico de glucose ligada
(1->4), que forneceu o valor de & 3,57. Assim, voltando aos experimentos homo- €
heteronucleares COSY e HMQC, obteve-se os valores de H-5" (8 3,88) e C-5" (& 73,1).
Finalmente, C-6’ (3 60,5) mostrou correlagdo com H-6’em & 3,63.

A configuragio o sugerida pelos experimentos de RMN destas moléculas foi confirmada

por suas rotagdes especificas altamente positivas (entre 126° e 152°), e similares aquelas de

nigerana (GORIN et al., 1993).
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FIGURA 4 - Espectro de 'H, "H COSY da a-glucana isolada de C. penicillata (A) em DMSO-d¢

+ D0, a 70° C. Regido expandida (B). Os deslocamentos quimicos foram

expressos em 5, ppm. H1-H2: correlagdo entre H-1 e H-2 das unidades ligadas

(1-3); HI’-H2’: unidades ligadas (1—>4).
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FIGURA 5 - Espectro de 'H,">C HMQC da a-glucana isolada de C. penicillata em DMSO-ds +
D,0, a 70° C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em §, ppm. C1-HI:

correlagdo entre C-1 e H-1 das unidades ligadas (1—-3); C1’-H1’: unidades ligadas

(1-4).
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TABELA 3 - Deslocamentos quimicos de 'H e ">C (8) obtidos da a-glucana de C. penicillata.

Unidadesde He C o« (123) % (14
'H (5) Bc ©) 'H (8) B ©)
H-1/C-1 5,14 99,2 5,23 100,1
H-2/C-2 3,48 71,9 3,55 70,6
H-3/C-3 3,70 82,6 3,73 72,6
H-4/C-4 3,52 69,5 3,57 78,9
H-5/C-5 403 70,5 3,88 73,1
H-6/C-6 3,76 60,1 3,63 60,5

Dados obtidos dos seguintes experimentos: 'H (amostra dissolvida em NaOD-D,0), B¢, Cosy,
TOCSY e HMQC (amostra dissolvida em DMSO-dg).

A sequéncia de ligagdes em uma glucana pode ser determinada pelo procedimento de
degradacdo de Smith controlada (FLEMING e MANNERS, 1966a), que envolve as reagdes:
oxidagdo com periodato, redugdo com NaBHj e hidrolise acida parcial. Com a glucana isolada de
C. penicillata, este proéedimento forneceu exclusivamente 2—O-(x-D—glucopiranos<il-D-eritritol,
detectado por CP. Isto indica que a maioria das unidades de glucose 3-O-substituidas estdo
situadas entre aquelas 4-O-substituidas, o que estd de acordo com a estrutura proposta.

Os dados mostraram que o processo de congelamento-degelo forneceu glucanas
semelhantes & nigerana (estrutura 1) em diferentes rendimentos para cada Cladonia sp., a qual

foi encontrada também em Cladonia crispata e C. squamosa (NISHIKAWA ef al., 1974).

-a-D-Glep-(1-3)-0-D-Glep-(1—4)-a-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1—>4)-

1
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Além disso, glucanas idénticas foram obtidas pelo processo congelamento-degelo de
quatro espécies de Cladina: Cladina mitis, C. rdngz’ferina subsp. grisea (NISHIKAWA et al.,
1974), Cladina stellaris (rendimento 0,12%, como Cladonia alpestris) e Cladina confusa
(rendimento 0,3%, como Cladonia confusa), exceto que a Gltima apresentou a proporgdo de 1,13:
1,00 de ligagdes (1>3) e (1—>4) respectivamente (IACOMINI et al., 1985), isto €, similar
aquelas de Cladonia spp., indicando forte ponto de vista quimiotaxonémico para os dois géneros.

Muitas outras glucanas isoladas pelo mesmo processo foram estudadas, mas com excegdo
de Flavoparmelia caperata (como Parmelia caperata, TAKEDA et al., 1970), todas mostraram
diferentes proporgdes de ligagdes (1—3) e (1—>4), que variam entre 2:1 e 3:1 (GORIN et al.,
1988). Assim, sugerimos que estes valores poderiam ter valia na taxonomia de liquens. A fim de
comprovar se este polissacarideo € um fingerprint em Flavoparmelia spp., outras espécies
devem ser investigadas, considerando que apenas uma delas foi estudada.

A maioria das a-D-glucanas lineares sdo soliveis em agua fria, com excegdo das
nigeranas, devido a sua proporgido molar relativamente alta (1:1) de ligagdes (1—4) [a amilose,
por exemplo, com ligagdes exclusivas (1—4), € insoluvel em agua fria]. Outras a-D-glucanas,
como isoliquenanas com ligagdes (1—3) e (1—>4) com proporg¢des de 2;1, 3:1, 4:1 ndo sdo
usualmente encontradas na fragdo Precipitado congelamento-degelo, mas no Sobrenadante de
Fehling (GORIN et al., 1993). Por outro lado, liquenanas (B-D-glucanas) sdo polissacarideos
insolaveis em agua fria e sio normalmente encontradas no processo de congelamento-degelo, o
que neste caso nao ocorreu.

Estudos quimicos em liquens até o momento mostraram que todas as espécies do género
Cladonia e Cladina investigadas possuem o mesmo polissacarideo na fragdio Precipitado
congelamento-degelo. Parece provavel que a nigerana ¢ comum a todas as espécies destes

géneros. Outras fragdes isoladas destes liquens serdo discutidas a seguir.
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4.2.2 POLISSACARIDEOS DA FRACAO SOBRENADANTE DE FEHLING

Ao sobrenadante aquoso, resultante do fracionamento congelamento-degelo, foi
adicionada a solugdo de Fehling, do que resultou a formagdo de complexo cuprico insoluvel, o
precipitado de Fehling, e o sobrenadante de Fehling.

O material soluvel, correspondente ao sobrenadante de Fehling, apresentou diferentes
rendimentos, como pode ser evidenciado na Tabela 4. Dentre as espécies em estudo, o liquen C.
Sfurcata 23007 apresentou rendimento elevado em carboidratos (4,6%) quando comparado com
aqueles das demais espécies. Devido ao seu alto teor de glucose (93%) bem como da amostra
22975 (90%), provou tratar-se de uma glucana. Valores aproximados de teor de glucose foram
encontrados para as isoliquenanas isoladas da fragdo Sobrenadante de Fehling dos liquens
Cetraria islandica (GORIN e TACOMINI, 1984) e Stereocaulon ramulosum (BARON et al.,
1988). O espectro de RMN *C (Figura 6, p. 69) da glucana de C. furcata mostrou trés sinais em -
6 101,9, 101,2 e 100,9 para C-1 das unidades de a-D-glucopiranose; dois sinais em & 82,3 € 82,1
que correspondem a unidades ligadas em C-3, pois um sinal com deslocamento de & 87,6
corresponderia a unidades B; um sinal em & 79,5 para C-4 substituido das unidades de
glucopiranose € um sinal em & 62,5 correspondente aos atomos de carbono ligados a grupos
hidroxil primarios no-substituidos (C-6).

A atribui¢do de sinais apresentou similaridades aos da isoliquenana obtida de C. islandica
e St. ramulosum. Essa atribuicio a determinados atomos de carbono foi facilitada pela
compara¢do dos dados de RMN BC mostrados nesses espectros, com os fornecidos para
polissacarideos de glucose lineares, constituidos por ligagdes a-(1—3) e/ou a-(1—-4) (COLSON
et al., 1974, YOKOTA et al., 1979). A ligagdo o foi confirmada pela sua rotag@o especifica,
173,1°, proxima a de polissacarideos que contém mais ligagdes do tipo o do que B.

A integragdo das areas da analise de RMN 13C apresentou a proporgio de ligagdes (1-3)

e (1>4) de 2:1 (estrutura 2) (WORANOVICZ, 1995). Diferentes proporgt")es dessas ligacdes
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foram encontradas, como é o caso de uma a-D-glucana de Ramalina usnea (GORIN e

TACOMINI, 1984) e Ramalina celastri (como R. ecklonii, MICENO et al., 1991), soliivel em

agua fria, cuja proporgdo de ligagdes (1—3) e (1—>4) foi estimada em 3:1.

-a-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1-3)-a-D-Glep-(1-—>4)-

2

TABELA 4 - Propriedades dos polissacarideos isolados da fragdo Sobrenadante de Fehling de

Cladonia spp. e Cladia aggregata.

Sobrenadante de Fehling

Precipitado Cetavlion pH 8,5

LiQUEN Rendimento  Man: Gal: Gle Rendimento Man: Gal: Glc °[oc]2DS
(g%)" (mol%)° (g%)" (mol%)

C. clathrata 1,3 43:37:17 0,9 46:41:10 +11,2°
C. connexa 0,7 39:46:10 0,2 47:40:11 +8,1°
C. crispatula 0,7 38:44:16 0,3 38:44:15 -0,7°
C. furcata (23007) 4.6 3:2:93 - - +173,1°
C. furcata (22975) 1,8 5:5:90 - - +172,9°
C. ibitipocae 0,8 23:27:3 0,4 40:47:10 -7,9°
C. imperialis 1,4 44:34:20 0,8 48:40:10 +27,6°
C. miniata 1,4 46:45.9 0,7 48:40:10 -3,0°
C. penicillata 0,6 46:49:3 0,1 39:43:16 N.D.
C. salmonea (29692) 2.9 37:34:20 0,5 41:47:10 N.D.
C. salmonea (29828) 2.8 37:34:23 0,5 41:47:10 N.D.
C. signata 0,4 45:34:20 0,2 48:37:13 +242°
C. substellata 0,4 35:50:9 0,1 40:49:10 -4,0°
Cladia aggregata 0,6 28:41:25 <0,1 7:84:6 N.D.

*Rendimento calculado com base no peso total do liquen. °Por GC-MS, como acetatos de alditdis,
coluna OV-225, temperatura 40° C—220° C. “Em polarimetro Rudolph Research Autopol IL.
N.D.: N3o determinado devido a colorag@o escura das amostras
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FIGURA 6 - Espectro de RMN "*C da glucana obtida por extragdo alcalina de Cladonia furcata,

em 6xido de deutério (D;0), a 70° C. Os deslocamentos quimicos foram expressos

em O, ppm.
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Em estudo realizado com a isoliquenana de C. islandica (GORIN e IACOMINI, 1984)
foi determinada a proporgdo de 1,9:1 para estas ligagdes. Para St. ramulosum (BARON et al.,
1988) as mesmas ligagdes apresentaram-se em relagdes molares de 1,6:1. Assim, a estrutura da
isoliquenana de C. furcata apresentou forte semelhanga com as isoladas destas espécies. Valor
semelhante dessa relagdo molar também foi encontrada para a glucana isolada de St. japonicum,
estimada em 2:1 (YOKOTA e SHIBATA, 1978).

O grau de pureza apresentado pela isoliquenana foi surpreendente, pois este fato nédo foi
alcangado nas outras espécies em estudo para a mesma fragdo do sobrenadante de Fehling. Esta
mostrou ser constituida por manose, galactose, glucose e tragos de pentoses (ramnose, arabinose,
xilose) em todas as espécies, com excegdo de C. ibitipocae, que demonstrou possuir quantidade
consideravel das trés ultimas (11:22:14 respectivamente). Os rendimentos da fragdo
Sobrenadante de Fehling foram diferentes entre os liquens: os menores valores foram
encontrados para C. signata e C. substellata (0,4% em relagdo ao peso seco do liquen),
aproximadamente dez vezes menos que o encontrado para C. furcata 23007. Valores diferentes
também foram encontrados para espécies de Cladina e Cladonia (IACOMINI et al., 1985):
Cladina stellaris (como Cladonia alpestris), 1,1g%;, Cladina confusa (como Cladonia confusa),
0,75g% e Cladonia amaurocraea, na qual nenhum polissacarideo foi encontrado nessa fragéo.

A fragdo Sobrenadante de Fehling obtida para cada liquen foi submetida ao
fracionamento com Cetavlion em diferentes pHs. A porgdo precipitada na presenca de tampao
borato (pH 8,5), denominada A, foi investigada em relagdo a sua composi¢do monossacaridica
(Tabela 4), que mostrou galactose, manose, além de glucose e tragos de pentoses. A composigdo
da fragdo A, quando comparada a do sobrenadante de Fehling original, apresentou pequenas
diferengas, como a diminuig¢do do contetido de glucose em alguns casos, ou aumento de manose
ou galactose; no entanto os espectros de RMN BC mostraram as regides de C-1 bastante

diferenciadas, indicando a importancia desta etapa de fracionamento.
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Os heteropolimeros originais precipitados em Cetavlon pH 8,5 foram submetidos ao teste
de homogeneidade em coluna de gel permeagdo Sepharose CL-4B, o qual mostrou mais de um
pico correspondente a carboidrato para todas as amostras (Figura 7); portanto a fragdo ndo foi

considerada totalmente homogénea por este experimento.
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FIGURA 7 - Cromatograma da fragdo precipitada em pH 8,5 obtida a partir do
sobrenadante de Fehling em coluna de gel Sepharose CL-4B (61,0 x 1,7
cm d.i.). A amostra é de Cladonia crispatula; o eluente utilizado foi agua

destilada e o volume das aliquotas igual a 2 mL. V= volume morto.

Assim, as proximas etapas de purificagdo da fragdo Cetavlon pH 8,5 foram realizadas
conforme descrito em Materiais ¢ Métodos para Cladonia crispatula, C. connexa e C. signala,
utilizando descomplexagao por gradiente de NaCl e filtragao em gel (Esquema II, p. 54). Como a
provavel impureza mostrou possuir massa molecular em torno de 10°, a purificagdo foi realizada
em coluna de Sepharose CL-6B, onde a fragdo principal eluiu no volume morto e o contaminante

ficou retido e eluido posteriormente. Assim, a fragdo correspondente ao pico principal foi
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coletada (Esquema II, fragio C) e analisada por RMN °C, que demonstrou ser idéntica a fragio
A, ou seja, antes da passagem da amostra pela coluna (Figura 8.1, A e B). Uma possivel
explicagdo para este fato é a ocorréncia da polidispersidade em polissacarideos ou entdo a
porcentagem desta impureza ser baixa, a ponto de ndo ser detectada pela técnica de RMN °C.
Esses passos de purificagdo (fragdes A, B e C) ndo mostraram diferengas consideraveis na
composi¢do monossacaridica, exceto que a diminuigdo do teor de pentoses foi alcancada.
Também pelo emprego de filtragdo em gel, realizou-se a determinagdo da massa molecular dos
heteropolimeros, com o uso da coluna preparada com Sepharose CL-4B, e calibrada com a
eluicdo de dextranas-padrdo de diferentes massas moleculares. Os polissacarideos desta fragdo
apresentaram massa molecular média de 1,7 MDa, correspondente a 1,7 x 10°.

Com o objetivo de verificar os tipos de ligagdes glicosidicas presentes nos
heteropolissacarideos precipitados em Cetavlion pH 8,5 e avaliar o grau de ramificagdo, foram
realizados espectros de RMN >C para todas as espécies em estudo, além de analises de
metilagdo e degradagdes de Smith. As analises de RMN BC foram realizadas para os
heteropolissacarideos preparados mediante os fracionamentos com Cetavlon e, mais
especificamente para C. crispatula, C. connexa e C. signata, com amostra apos descomplexagio
com gradiente de NaCl e fracionamento pela coluna de Sepharose. Como estas fragdes
apresentaram 0s mesmos espeétros de RMN C e pequenas diferengas nas suas composi¢des
monossacaridicas, os polissacarideos das outras espécies ndo foram purificadas pelas etapas
adicionais (B e C, Esquema II).

Ao contrario de C. furcata 23007 e 22975, que apresentaram uma isoliquenana solivel
apOs um Unico tratamento com solugdo de Fehling, as demais espécies de Cladonia mostraram
polimeros com estruturas muito complexas nesta fragdo. Esta complexidade foi refletida nos
espectros de RMN "*C (Figuras 8.1 e 8.2), muito semelhantes para todas as espécies e com varios

sinais na regido de C-1, cada um deles representando ao menos uma estrutura diferente.
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(ppm)

FIGURA 8.1 - Espectro de RMN BC em D,0 a 70° C (deslocamentos quimicos em &, ppm) de
heteropolimeros da fragdo Sobrenadante de Fehling obtidos de Cladonia
crispatula (A), C. crispatula fragdo C (B), C. penicillata (C), C. signata (D), C.
imperialis (E), C. miniata (F).
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FIGURA 8.2 - Espectro de RMN *C em D,0 a 70° C (deslocamentos quimicos em §, ppm) de
heteropolimeros da fragio Sobrenadante de F ehling obtidos de Cladonia
salmonea (G), C. clathrata (H), C. ibitipocae (@), C. connexa (J) e C. substellata

X).
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Como pode ser observado (Figuras 8.1 e 8.2), existe forte semelhanga entre os
assinalamentos dos espectros, especialmente o sinal proeminente em & 101,3 na regido de C-1 e
em 6 88,0, na regido de C-3 substituido. Este ultimo forneceu informagio sobre a estrutura da
cadeia principal dos polimeros desta fragdo: o sinal em o 88,0, caracteristico de liga¢des do tipo
B-(1-3), sugeriu que se os polissacarideos tivessem a cadeia principal composta por manose,
galactose ou glucose com este tipo de ligagdo, produziria, ap6s dois ciclos de degradagio
controlada de Smith e hidrolise acida parcial (a fim de remover as ramificagdes degradadas pelo
periodato de so6dio), um polimero linear ¢ com exclusiva ligagdio (1—3). Assim, o
heteropolissacarideo original isolado de C. miniata foi oxidado e hidrolisado parcialmente
conforme se descreve em Materiais € Métodos, o qual produziu uma fragdo precipitada em etanol
(14,9%) composta quase exclusivamente de glucose, analisada como alditol acetato.

A analise de RMN *C mostrou 6 picos (Figura 9) em & 103,7 (C-1), 86,6 (C-3), 76,5 (C-
5), 73,9 (C-2), 68,7 (C-4) e 61,3 (C-6), correspondentes aqueles de uma B-laminarana original
(BARON et al., 1988), composta exclusivamente de unidades de B-D-glucose ligadas (1-3)
(estrutura 3). A configuragdo B foi confirmada pela analise de HMQC (dados ndo mostrados),
que apontou deslocamento quimico de & 4,8 para H-1 e pela constante de acoplamento entre H-1

e H-2, que foi igual a 7,84.

-B-D-Glcp-(1-3)-B-D-Glep-(1-3)-B-D-Glep-(1-3)-

3
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FIGURA 9 - Espectro de RMN C do polissacarideo residual resultante da degradagdo de Smith
parcial da galactomanoglucana de C. miniata, em NaOD, a 70° C. Os

deslocamentos quimicos foram expressos em o, ppm.

A fragdo sobrenadante obtida da hidrolise acida parcial, e analisada como alditol acetato
sem sofrer nenhuma outra hidrélise, apresentou como componentes glicerol (73%), eritritol
(4%), treitol (10%) e outro componente desconhecido (9%), resultante provavelmente de duas
unidades de monossacarideos oxidadas pelo NalO, mas n3o hidrolisadas. Este resultado
confirma que a maioria das unidades que ramificam o polimero néo sdo resistentes ao NalOy.

Além do sinal em & 88,0, comum a todos os polissacarideos mostrados nas Figuras 8.1 e
8.2, os espectros de RMN *C mostraram na regiio de C-1 um sinal proeminente em & 101,3, que
pode corresponder a unidades de a-D-Manp ligadas (1—>6) (GORIN, 1973). Além deste, sdo
observados varios sinais entre & 108,6 e 105,0, indicativos de unidades furanosidicas e

provavelmente representando unidades terminais ndo redutoras ligadas de diferentes maneiras a
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molécula. Para a maioria das espécies em estudo, estes sinais sdo pequenos em relagio ao mais
pronunciado, em & 101,3 porém os espectros de C. comnexa, C. ibitipocae ¢ C. substellata
apresentaram o sinal em & 106,0 relativamente intenso em corhparagﬁo aos outros mostrados.
Pelo fato destes heteropolimeros ndo terem sido previamente estudados, ndo é possivel fazer a
atribuigdo de sinais sem antes analisar os dados de metilagdo e degradagdo de Smith. Como os
espectros de RMN °C se mostraram praticamente idénticos para todas as espécies, exceto os trés
que apresentaram o sinal em 8 106,0 relativamente proeminente na regido indicativa de unidades
furanosidicas, foram escolhidas duas amostras para serem realizadas as analises quimicas de
determinagdo estrutural: C. signata, que mostrou os sinais na regido de & 108,6-105,0 com
aproximadamente a mesma intensidade, e C. connexa, que possui o sinal em & 106,0 intenso,

uma vez que esta €, aparentemente, a diferenga consideravel entre as moléculas em estudo desta

fragdo.

42.2.1 Galactomanoglucana de Cladonia connexa

Apos a determinagdo do rendimento deste polimero em relagido ao peso total do liquen,
que foi de 0,2 g%, bem como a sua composigdo, que foi de manose, galactose e glucose em
relagio molar de 47:40:11 (Tabela 4), esse polissacarideo foi submetido a analise de RMN °C,
o qual mostrou-se praticamente idéntico aos espectros da mesma fragdo dos outros liquens aqui
mostrados. Por outro lado, esta fragdo possui estruturas diferentes daquelas isoladas das
galactomananas (TACOMINI ef al., 1985; TEIXEIRA et al., 1995; WORANOVICZ et al., 1997)
e galactoglucomananas (WORANOVICZ ef al., 1999) isoladas da fragdo Precipitado de Fehling.
A analise de metilagio mostrou uma estrutura complexa, com formagdo de 14 derivados
metilados em diferentes proporgdes para o heteropolissacarideo isolado de C. connexa. Estes
dados podem ser observados na Tabela 5, com os principais acetatos de aldit6is parcialmente

metilados: 2,3,4,6-tetra-O-metil-manose (6 mol%), 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose (18 mol%) e
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2,3,4,6-tetra-O-metil-galactose (9%), que correspondem a grupos terminais ndo redutores de
manose e galactose furanosidicos e piranosidicos respectivamente; unidades de Manp 2-O-
(3,4,6-tri-O-metil manose, 15%), 4-O- (2,3,6- tri-O-metil manose, 14%), 6-O- (2,3,4- tri-O-metil
manose, 4%) e 2,3-di-O- (4,6-di-O-metil manose, 8%) substituidas; e ainda, unidades de glucose
substituidas em O-2 (3,4,6-tri-O-metilglucose, 5%) e galactose substituidas em 0-6 (2,3,5-tri-O-
metilgalactose, 6%) e O-3,6 (2,4-di-O-metil galactose, 4%). Além desses, o derivado 4-O-metil

glucitol (6%), que corresponde a glucose 2,3,6-tri-O-substituida.

TABELA S - Analise por metilagdo de galactomanoglucanas isoladas de Cladonia connexa

e Cladonia signata’.

GALACTOMANOGLUCANAS

O-METILALDITOL® C. connexa C. signata Tipo de ligagdo glicosidica

2,3,4,6-Me4s-Man 6 5 Manp-(1—

2,3,5,6-Mey-Gal 18 12 Galf-(1—>

2,3,4,6-Me,-Gal 9 12 Galp-(1—>

3,4,6-Me3-Man 15 20 —2-Manp-(1—>

3,4,6-Me;-Glc 5 2 —2-Glep-(1—>

2.4,6-Me;-Man 1 - —3-Manp-(1—>

2,3,6-Mez-Man 14 8 —>4-Manp-(1— e/ou —5-Manf-(1—
2,3,4-Mes-Man 4 7 —6-Manp-(1—

2.3,5-Me3-Gal 6 6 —6-Galf~(1—

4,6-Me,-Man 8 5 —2,3-Manp-(1—>

2,6-Me,-Gal 2 - —3,4-Galp-(1— e/ou —3,5-Galf~(1->
2,6-Me;-Glc - 3 —3,4-Glcp-(1— e/ou —3,5-Glef~(1—>
2,3-Me,-Man 2 3 —4,6-Manp-(1— e/ou —5,6-Manf-(1-
3,4-Me,-Man - 3 —2,6-Glep-(1—>

2,3-Me,-Gal - 2 —4,6-Galp-(1— e/ou —5,6-Galf~(1—
2,4-Me,-Gal 4 2 —3,6-Galp-(1—

4-Me-Glc 6 8 —2.3,6-Glcp-(1—>

*Proporgio (%) da area do pico relativa a area total dos picos.

®Analisado como peracetato.
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A alta porcentagem de unidades terminais ndo redutoras de galactofuranose (18%) mantém
coeréncia com a analise de RMN C do polissacarideo (ver Figura 8.2), que mostrou sinais em
campo baixo na regido de C-1 entre 8 108,6 e 106,3, indicativos de B-D-configuragdo de Galf
(GORIN et al., 1981). Estas unidades contribuem para a baixa rotagdo especifica de + 8,1,
proxima de um polissacarideo que contém mais ligagdes do tipo § que o em comparagio com 0s
polimeros precipitados com solugdo de Fehling (WORANOVICZ et al., 1997, 1999), contudo
unidades de o-D-manopiranose parecem estar presentes em consideravel proporgéo nesta fragéo,
uma vez que o espectro de RMN C mostrou na regido de C-1 um sinal proeminente em &
101,3, tipico de unidades substituidas de o-D-manopiranose (GORIN e MAZUREK, 1982).
Como os dados de metilagdo mostraram elevada porcentagem de unidades de Manp 2-O-
substituidas (15%), Galf terminal nio redutora (18%) e Glcp 2,3,6-tri-O-substituida (6%), a qual

corresponde a cadeia principal, o polissacarideo pode apresentar o fragmento estrutural 4:

B-D-Galf
1

\
2

o-D-Manp
1

\A

2(6)
-B-D-Glep-(1-3)-

6(2)

R

4

R= Manp mono- (2-O-, 4-O- ou 6-0-) ou disubstituida (2,3-di-O-); ou Galf

monosubstituida (6-0-); ou Galp disubstituida (3,6-di-O-).
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Em resumo, o heteropolimero possui cadeia principal composta por unidade de B-D-Glcp-
(1-3) com ramificagdes em O-2 e O-6. Além da estrutura 4, outros fragmentos podem ser

sugeridos, uma vez que varios pontos de ramificagdo podem ser apresentados pelos dados de

metilagdo (estrutura 5).

R

\
2

“[B-D-Glep-(1-53)-
6

T
R

Onde R pode se representado por diferentes unidades ramificadoras:

B-D-Galp(f)* B-D-Galp(f)* B-D-Galp()*
1 1 1
J J J
2(4) (6) 6 2.3

o-D-Manp B-D-Galf o-D-Manp
1 1 1
J J J

*ou Manp

Para caracterizagdo mais completa da estrutura dessa galactomanoglucana, ainda resta
duvida sobre a forma como as unidades ramificadoras estdo ligadas a cadeia principal do
polimero. Para isto, resultados relativos a acetolise parcial, enzimolise e hidrolise acida parcial
devem ser realizados, porém pelos resultados realizados, podemos concluir que a cadeia
principal desses polimeros consiste em unidades de B-D-glucopiranose (1—3) substituidos em O-

2 e 0-6 sob diferentes modelos por unidades de D-manopiranose e D-galactopiranose substituidas
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e ainda unidades de D-galactofuranose terminal ndo redutora principalmente, diferentes daqueles

encontrados em outros géneros estudados (IACOMINI et al., 1985).

4.2.2.2 Galactomanoglucana de Cladonia signata

A espécie C. signata, como pode ser observado na Tabela 4 (p. 68), apresentou
rendimento de heteropolissacarideo de 0,2 g% em relagdo ao peso do liquen seco. A anélise de
sua composicdo em monossacarideos, apos as etapas de purificagdo, mostrou a presenga de
manose, galactose e glucose em relagdo molar de 48:37:13 e rotagdo especifica de +24,2°, menor
que a encontrada para as galactoglucomananas em estudo. A analise do polimero por coluna de
permeacdo em gel indicou que ele ¢ homogéneo nesse experimento, com massa molecular
aproximada de 1,7 x 10°, como para a galactomanoglucana de C. connexa.

A analise de metilagdo mostrou, como para o polimero de C. connexa, uma estrutura
complexa com formagdo de 15 derivados O-metilados em diferentes proporgdes. Essa
complexidade foi refletida no seu espectro de RMN *C, o qual contém muitos sinais na regiio
de C-1, cada qual representando pelo menos uma estrutura diferente. Na Tabela 5 (p. 78), onde
sdo apresentados os dados relativos as analises de metilagdo, podemos observar para o
polissacarideo de C. signata os seguintes acetatos de alditois parcialmente metilados: 2,3,4,6-
tetra-O-metil-manose (5 mol%), 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose (12 mol%), 2,3,4,6-tetra-O-
metil-galactose (12 mol%), correspondentes a grupos terminais ndo redutores; 3,4,6-tri-O-metil-
manose (20 mol%), 2,3,6-tri-O-metil-manose e 2,3,4-tri-O-metil-manose (8 e 7 mol%),
referentes a unidades de manose mono substituidas, e 4,6-di-O-metil-manose (5 mol%) que
correspondem a manose dissubstituida. Unidades de Galf substituidas em O-6 (2,3,5-tri-O-metil-
galactose, 6 mol%) também estdo presentes. Pequena propor¢do dos derivados 2,6-di-O-metil-

gluéose, 2,3-di-O- e 3,4-di-O-metil-manose (3 mol% de cada) podem representar pontos de
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ramificagdo na molécula. O derivado 4-O-mono-metil-glucose (8 mol%) sugere que a cadeia
principal do polimero, ligada (1—3), seja substituida em O-2,6.

Esse polimero, quando analisado por RMN "C, mostrou sinais em campo baixo na regido
de C-1 entre & 108,6 e 106,3 (ver Figura 8.1), indicativos de B-configura¢do de Galf (GORIN et
al., 1981). Essas unidades contribuem para a rotagdo especifica relativamente baixa de + 24,2°,
mais proximo de um polissacarideo semelhante que contém mais unidades $-D do que a-D, em
comparac@o com os polimeros precipitados com solu¢do de Fehling; contudo unidades de o-D-
Manp parecem estar presentes em proporgdo consideravel nessa fragdo, uma vez que o espectro
de RMN "C contém na regido de C-1 um sinal proeminente em & 1013, tipico de unidades de o-
D-Manp substituidas (GORIN e MAZUREK, 1982). Os dados de metilagdo mostraram alta
porcentagem de unidades de Manp 2-O-substituida (3,4,6 tri-O-metil-manose, 20 mol%), o que
sugere que a estrutura 4 (p. 79) também esta presente nesse polimero. Os dados de metilagdo
sugerem unidades de Manp substituidas em O-2 por unidades de B-D-Galf ou B-D-Galp. As
unidades de manose devem estar ligadas a cadeia principal de glucose nas posigdes O-2,6, uma
vez que 4-O-metilglucitol foi o principal derivado de glucose encontrado na analise de
metilagdo. Derivados di-O- e tri-O-metil-manose indicam que Manp também pode estar
substituida nas posig¢des 0-4, 0-6 ¢ O-2,3 especialmente por unidades terminais ndo redutoras de
Galf e Galp (estrutura S, p. 80).

A presenga de 2,3,5-tri-O-metilgalactitol sugere a presenga de unidades Galf substituidas
em O-6 e podem representar unidades de ramifica¢do da cadeia principal de glucose. Além disso,
varios picos na regio em & 108,6-106,3 na regido de C-1 de seu espectro de RMN “°C e a alta
propor¢do de unidades terminais ndo redutoras de galactofuranose também indicam que elas
podem estar em diferentes ambientes, especialmente substituindo manose nas posigdes O-2, O-4
e 0-6. O sinal em & 106,0, menos intenso do que no polimero isolado de C. connexa, pode ser

explicado pela propor¢do mais baixa de unidades terminais ndo redutoras de Galf (representadas
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pelo derivado 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose em C. signata, 12 mol%) em compara¢do com
aquela (18 mol%).

Com base nesses dados ndo € possivel propor a estrutura completa para a
galactomanoglucana; porém a cadeia principal consiste em unidades de B-D-Glcp ligadas (1—3)
substituida em varios padrdes por’ cadeias laterais, especialmente aquelas de 3-D-Galf, B-D-Galp
e unidades de a-D-Manp substituidas em O-2, O-4, 0-6 ¢ 0-2,3.

Este tipo de heteropolimero ndo foi descrito até a presente data em fungos liquenizados.
A unica citagdo de uma galactomanoglucana em literatura provém de um estudo de
polissacarideos de parede celular no fungo Gliocladium viride (GOMEZ-MIRANDA et al.,
1990), onde foram identificadas trés galactomanoglucanas com pequenas diferengcas em suas
composigdes quimicas. As analises de metila¢do e degradagio de Smith sugeriram que as cadeias
principais de dois desses polimeros sio constituidas por glucose ligadas (1—6), com
ramifica¢ées em O-2 e O-3. Manp e Galp ocorrem como unidades terminais ndo redutoras, além

de Galf~(1-6) e (1-2).

4.2.2.3 Polissacarideo de Cladia aggregata

O polissacarideo obtido de Cladia aggregata no sobrenadante de Fehling foi isolado com
rendimento menor que 0,1%, o que, considerando a quantidade inicial de material (45,4 g),
dificultou a analise estrutural desta fragdo; porém ¢ diferente da fracdo correspondente isolada de
Cladonia spp., como pode ser visto pelo seu conteudo de galactose (84%, Tabela 4) e pelo
espectro de RMN C (Figura 10). Este mostrou a regido de C-1 mais simples que a dos
‘polimeros de Cladonia spp. estudados (com excegio de C. furcata, ver Figuras 6, 8.1 e 8.2), com
trés picos principais em & 103,1, 101,6 e 99,8. O pico em & 88,0, caracteristico de C-3
substituido, também ndo esta presente. A relagdo manose:galactose:glucose (7:84:6) desta fragdo

¢ semelhante a encontrada para Cladina confusa (IACOMINI et al., 1985), igual a 4:86:10
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respectivamente, mas o espectro de RMN "C desta mostrou-se distinto, com picos principais em
6 108,8 e 102,2. Também este polimero ndo teve sua estrutura esclarecida devido a escassez de
material, contudo os autores sugeriram a presenga de unidades de [B-D-galactofuranosil na

molécula, uma vez que sinais de C-1 estdo presentes em campo baixo (6 107,0-111,0), o que ndo

ocorreu em Cladia aggregata.

62.5

FIGURA 10 - Espectro de RMN BC da fragdo Sobrenadante de Fehling de Cladia aggregata

em D,0, a 70° C. Deslocamentos quimicos expressos em J, ppm.

Em contraste com as galactomanoglucanas da fragdo Sobrenadante de Fehling aqui
investigadas em Cladonia, Cladina stellaris (como Cladonia alpestris) e Cladina confusa (como
Cladonia confusa) (IACOMINI et al., 1985) mostraram diferentes estruturas na mesma frag@o de
acordo com RMN *C (Figuras 11 e 12) e analise de metilagio. Apesar de algumas similaridades
evidentes, como unidades terminais nio redutoras de B-D-Galp, as estruturas das cadeias
principais sio distintas da B-D-glucana ligada (1—3) aqui estabelecida. Os autores sugeriram que
o heteropolimero de C. stellaris possui unidades consecutivas de o-D-Manp-(1-2), que
provavelmente correspondem a cadeia principal, substituidas em O-6 por -D-Galf. Quanto ao

polissacarideo de C. confusa, possivelmente se trata de uma D-galactana com unidades pirano- e
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furanosil. Deve ser notado que nenhum polissacarideo foi encontrado no sobrenadante de
Fehling em Cladonia amaurocraea, a qual também n3o apresentou nigerana como polissacarideo

insoluvel em agua fria, mas sim pustulana.

&0

871

849
— 83.0

1085

- 107.4

1082
103.2

- 1020
!

- 101.8

—m3

FIGURA 11 - Espectro de RMN "C do sobrenadante de Fehling de Cladina stellaris
(IACOMINI et al., 1985), em D,O, a 70° C. Deslocamentos quimicos

expressos em o, ppm.

64.5

m
@®

FIGURA 12 - Espectro de RMN BC do sobrenadante de Fehling de Cladina confusa
(IACOMINI et al., 1985), em D,0, a 70° C. Deslocamentos quimicos

expressos em o, ppm.
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Enquanto as nigeranas aparentemente representam uma estrutura comum nos géneros
Cladonia e Cladina, os polissacarideos isolados da fragdo Sobrenadante de Fehling podem

ajudar a caracterizar os membros do género Cladonia.

4.2.3 POLISSACARIDEOS DA FRACAO PRECIPITADO DE FEHLING

O material complexado por solug¢do de Fehling das espécies em estudo apresentou
diferentes rendimentos nesta etapa, que variou de 0,8 a 8,6 g% em relagdo ao peso do liquen
seco, como se observa na Tabela 6. Para o conhecimento dos componentes monossacaridicos
dessas fragdes isoladas, os polissacarideos foram hidrolisados por 8 horas como se descreve em
Materiais e Métodos, de acordo com a curva de hidrolise previamente estabelecida
(WORANOVICZ, 1995). Todos os polimeros em estudo apresentaram manose, galactose e
glucose, com pequenas diferencgas entre eles. O perfil de eluigdo dos polissacarideos estudados
nas fragdes do Precipitado de Fehling em coluna de Sepharose CL-4B exibiu apenas um pico nos
cromatogramas, comportando-se como homogéneas no experimento realizado. Esses polimeros
foram entdo denominados galactoglucomananas.

Em estudo anterior com essa fragdo (WORANOVICZ, 1995), foi verificado que uma
etapa adicional de fracionamento com sal de Cetavlon nfo € necessaria, uma vez que ambas as
fragoes, Precipitado de Fehling e posterior Precipitado de Cetavlon pH 8,5 apresentaram as
mesmas caracteristicas de homogeneidade durante o processo de filtragdo em gel, espectros de
RMN "C praticamente idénticos e pequenas diferencas nas suas composigdes monossacaridicas.

Com o objetivo de verificar os tipos de ligagdes glicosidicas presentes nos
polissacarideos e avaliar o grau de ramificag@o, foram realizados espectros de RMN Be, além de
analises de metilagdo e degradagdo tipo Smith, como veremos a seguir. Posteriormente, a fim de

determinar mais especificamente as diferengas e semelhangas entre os polissacarideos do
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Precipitado de Fehling, foram produzidos e estudados alguns oligossacarideos que representam

segmentos estruturais dessas moléculas.

TABELA 6 - Propriedades dos heteropolissacarideos isolados da fragdo Precipitado de Fehling

de Cladonia spp e Cladia aggregata.

LIQUEN PRECIPITADO DE FEHLING
Rendimento (g%)*  Man: Gal: bGlc C[a]g)
(mol%)

C. clathrata 1,0 55:34:10 62,2
C. connexa 3,0 55:38:5 +64,5°
C. crispatula 1,3 63:29:7 +43,7°
C. furcata (23007)! 1,3 55:42:3 +63,5°
C. furcata (22975) 0,8 54:43:3 +61,4°
C. ibitipocae 8.6 - 60:35:2 +51,6°
C. imperialis 1,0 54:40:6 +72,8°
C. miniata 7,0 65:21:12 +51,5°
C. penicillata 0,8 60:38:2 +68,8°
C. salmonea (29692) 5,6 62:28:10 N.D.
C. salmonea (29828) 3.4 62:28:10 N.D.
C. signata' 1,2 57:39:4 +87,9°
C. substellata 27 59:27:12 +63,1°
Cladia aggregata' 2,0 50:42:4 +84,7°

*Rendimento calculado com base no peso total do liquen. "Por GC-MS, como
acetatos de  alditois, coluna OV-225, temperatura 40° C—220° C. ‘Em
Polarimetro Rudolph Research Autopol 11

- Dados obtidos da tese de Mestrado da autora.
N.D.: N3o determinado devido a coloragdo escura das amostras.

42.3.1 Galactoglucomanana de Cladonia substellata
O heteropolissacarideo obtido da precipitagdo com solugdo de Fehling contém galactose,
manose e glucose em propor¢do molar de 27:59:12, e a cromatografia em coluna de gel

Sepharose CL-4B indicou a homogeneidade do material com M,, igual a 1,8 x 10°.
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A analise de metilagdo mostrou uma estrutura complexa, com formagio de 12 derivados
metilados em proporgdes significativas, o que indicou uma estrutura similar aquelas isoladas de
outros heteropolimeros isolados de liquens do género Cladonia (IACOMINI et al., 1985,
WORANOVICZ et al., 1997). Esta complexidade foi refletida no seu espectro de RMN C, que
contém muitos sinais na regido de C-1 (Figura 13.1). Esses correspondem, de acordo com os
dados de metilagdo (Tabela 7, p. 92), a unidades terminais ndo redutoras de manopiranose
(18%), galactopiranose (11%) e glucopiranose (9%), cuja porcentagem total corresponde a
cadeia principal de manopiranose, que contém unidades 2-O- (3%), 4-O- (7%), 6-O- (2%), 4,6-
di-O- (9%), 2,6-di-O- (5%) e 2,4,6-tri-O- (15%) substituidas. Unidades de galactopiranose 3-O-
(9%) e 4-O-substituidas (4%) também se mostraram presentes, além de glucopiranose 4-O-
substituida (4%).

Essas estruturas e proporgdes concordaram com os dados obtidos na degradagdo de Smith
do polissacarideo (Tabela 8, p. 93), que mostrou grande contetido de glicerol, 33%, porém mais
baixo do que o obtido em outras espécies do género Cladonia (IACOMINI et al., 1985,
WORANOVICZ et al., 1997). Este componente foi obtido principalmente de unidades terminais
ndo redutoras de Manp, Galp e Glcp, mas também de unidades de Manp substituidas em O-6 e
0-2,6. A alta porcentagem de eritritol liberada neste caso proveio de unidades de Manp e Glcp
substituidas em O-4 (16%), enquanto a propor¢do mais baixa de treitol (3%) foi formada de
unidades de Galp similarmente substituidas. A detec¢do de manitol (22%) confere com a
presen¢a de unidades de Manp 2.4,6-tri-O-substituidas (15%). O alto conteudo de galactitol
(20%) também ¢é coerente com as unidades de Galp substituidas em O-3 e resistentes ao
periodato de sodio.

O espectro de RMN C da galactoglucomanana mostrou sinais em C-1 (Figura 13.1) que

indicaram uma estrutura ramificada, com grupos terminais néo redutores de B-D-Galp (6 104,7)



Resultados e Discussdo-89

-104.7
~103.4

- 104.7

=100.6

-~99.6

——104.6

—102.1

m—103.6
— 9.5

3
a
1=}
T

- 103.6

— 104.6

— 1095
— 1055

FIGURA 13.1 - Regido de C-1 de RMN C em D,0 a 70° C (deslocamentos quimicos em §,
ppm) de heteropolimeros da fragdo Precipitado de Fehling obtidos de Cladonia
substellata (A), C. ibitipocae (B), C. penicillata (C), C. crispatula (D), C.

miniata (E) e C. salmonea (F).
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FIGURA 13.2 - Regido de C-1 de RMN 2C em D,0 a 70° C (deslocamentos quimicos em
ppm) de heteropolimeros da fragdo Precipitado de Fehling obtidos de Cladonia
connexa (G), C. imperialis (H), C. clathrata (1), C. furcata 22975 (J), C.

Sfurcata 23007 (K) (WORANOVICZ et al, 1997) e C. signata (L)

(WORANOVICZ et al., 1997).
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FIGURA 13.3 - Regido de C-1 de RMN “C em D,0 a 70° C (deslocamentos quimicos em &,
ppm) de heteropolimeros da fragdo Precipitado de Fehling obtidos de
Cladonia amaurocraea (M), Cladina stellaris (N), Cladina confusa (O)

(IACOMINI et al., 1985) e Cladia aggregata (P) (WORANOVICZ, 1995).



TABELA 7 - Analise por metilagdo de polissacarideos (Precipitado de Fehling) isolados dos liquens.

O-metilalditol® Heteropolissacarideos (mol%)® ,
C. clathrata C. connexa C. crispatula C. furcata C.ibitipocae C. imperialis C. miniata C. penicillata C. salmonea  C. signata C. substellata C. aggregata

2,3,4,6-Me,-Man 10 16 5 16 25 14 18 10 15 10 18 8
2,3,4,6-Me,-Glc - - 10 - 2 - 8 - 3 - 9 -
2,3,5,6-Me;-Gal 3 2 4 3 5 4 4 3 4 - - -
2,3,4,6-Me4-Gal 20 17 17 40 19 22 13 30 16 32 11 42
3,4,6-Me;-Man 4 3 5 - - 12 1 12 1 10 3 -
2.4,6-Mes-Glc 6 - 5 - - - 4 - 7 4 - -
2,3,6-Me;-Man - - 2 - - - 2 3 3 - 7 -
2,4,6-Me;-Gal - 5 - - - - - 4 - 9 1
2,3,4-Me;-Man 16 12 6 3 7 4 3 5 14 18 2 8
2,3,6-Me;-Gal - 11 13 - 4 13 7 - - 4 -
2,3,6-Me;-Gle - 5 - - - - 3 1 - - 4 -
2,3,4-Me;-Gal - 3 - - - - - - - - - -
2,3-Me,-Man 17 7 8 19 3 11 6 8 15 7 9 16
3,4-Me,-Man 6 2 4 1 7 4 4 3 5 4 5 3
3-Me-Man 15 15 16 18 27 22 17 15 12 16 15 22

® Proporgdo (%) da area do pico relativa 4 area total dos picos.

b Analisado como peracetato.

C. furcatan® 22975 e 23007 (WORANOVICZ, 1995) apresentaram resultados idénticos na andlise de metilagdo.
Resultados referentes a Cladonia signata ¢ Cladia aggregata foram obtidos da tese de Mestrado da autora.

6



TABELA 8 - Analise por degradagido de Smith de polissacarideos (Precipitado de Fehling) isolados dos liquens.

Alditéis Heteropolissacarideos® (mol%)"°

Acetatos C. clathrata  C. connexa  C. crispatula  C. furcata C.ibitipocae C. imperialis C. miniata C. penicillata C. salmonea C. signata C. substellata C. aggregata
Glicerol ' 61 50 42 60 44 57 56 62 64 69 33 52
Eritritol 12 9 13 16 4 10 14 10 11 7 16 17
Treitol 2 10 9 2 2 4 7 5 4 2 3 6
Manitol 20 20 30 20 44 27 19 20 16 20 22 23
Galactitol 2 10 1 1 3 1 2 1 - 1 20 1
Glucitol 3 1 5 1 - 1 2 2 1 1 2 1

® Proporgio (%) da area do pico relativa 4 drea total dos picos.

® Por GC-MS, como acetatos de aldit6is.

C. furcatan® 22975 e 23007 (WORANOVICZ, 1995) apresentaram resultados idénticos na andlise de degradagdo de Smith.
Resultados referentes a Cladonia signata e Cladia aggregata foram obtidos da tese de Mestrado da autora.

€6
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ligados (1->4) (GORIN e MAZUREK, 1975) e de a-D-Manp (8 103,5) ligados (152) a
unidades de a-D-Manp (IACOMINI ef al., 1985). Além destes, sinais em & 100,5 e 99,6,
indicando, respectivamente, unidades de Manp da cadeia principal 6-O- (GORIN, 1981) e 2,6-di-
O-substituidas (GORIN e MAZUREK, 1982).

Sua rotag@o especifica (+63°) foi diminuida em relagdo aquela de um polimero composto
por unidades de a-D-Manp (+89°), devido a presenca de unidades de B-D-Galp (HAWORTH et
al., 1937).

Do ponto de vista quimiotaxondmico, existem similaridades entre a galactoglucomanana
isolada de C. substellata e as isoladas das outras espécies em estudo, apesar de que a primeira
seja provavelmente a mais complexa, como pode ser evidenciado pelos dados de RMN “C
(Figuras 13.1, 13.2, 13.3). Como as demais, ela é composta por cadeia principal de unidades de
a-D-Manp ligadas (1—6) (estrutura 6) substituida principalmente em O-2 por unidades de a-D-
Manp (estrutura 7; sinal em 8 103,5) e em O-4 por unidades de 3-D-Galp (estrutura 8; sinal em 6
104,7). A possibilidade de unidades de a-D-Galp ligadas (1—2) a cadeia principal existe em
virtude do sinal em & 102,3 (GORIN e MAZUREK, 1982). A presenga de dissubstituintes em O-
2,4 na galactoglucomanana de C. substellata foi mostrada pela analise de metilagdo (15%,
Tabela 7) e degradagdo de Smith (22%, Tabela 8).

Esses valores sio altos quando comparados com o conteudo de glucose do polimero

(12%), o que sugere a presenca de substituintes em O-2 e O-4 de unidades de a-D-Manp e B-D-

Galp respectivamente (estrutura 9), bem como de a-D-Manp e B-D-Glcp (estrutura 10).

-a.-D-Manp-(1—6)-a-D-Manp-(1—6)-a-D-Manp-(1—6)-
6
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o-D-Manp B-D-Galp B-D-Galp B-D-Glcp
1 1 1 1
\2 \2 \! \!
2 4 4 4
-o-D-Manp-(1->6)- -o-D-Manp-(1—6)- -a-D-Manp-(1—>6)- -o-D-Manp-(1—6)-
2 2
7 8 T 9 T 10
1 1
o-D-Manp o-D-Manp

A acetdlise parcial deste polimero forneceu mais informagdes da estrutura fina dessa

molécula, como pode ser observado no item 4.2 4.

4.2.3.2 Galactoglucomanana de Cladonia ibitipocae

O polissacarideo precipitado com solugdo de Fehling mostrou galactose, manose e
glucose em propor¢io molar de 35:60:2; a eluigdo em coluna de gel Sepharose CL-4B indicou
uma preparagio homogénea com M,, igual a 2,0 x 10°.

A analise de metilagdo mostrou a presenga de unidades terminais ndo redutoras de Manp
(25%), Galp (19%), Galf (5%) e Glcp (2%). Além destas, unidades de Manp 6-O- (7%), 4,6-di-
0- (3%), 2,6-di-O- (7%) e 2.4,6-tri-O-substituidas (27%) correspondentes a cadeia principal
(Tabela 7). A analise de degradagdo de Smith da galactoglucomanana mostrou principalmente
glicerol (44%) proveniente das unidades terminais ndo redutoras e manitol (44%), coerente com
esses dados.

O espectro de RMN *C mostrou sinais na regido de C-1 (Figura 13.1) em § 99,6, 100,6,
103,4 ¢ 104,7, também observados no polissacarideo isolado de C. substellata, porém menos
complexo. Um sinal de baixa intensidade em & 109,8 foi atribuido a unidades de B-D-Galf, o que
indica que estas unidades podem estar ligadas as de a-D-Manp ligadas (1—>6) (GORIN et al,

1981).
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A rotagdo especifica de +52° ¢ consistente com a mistura de estruturas o-D-Manp e 3-D-
Galp. A galactoglucomanana de C. ibitipocae, como 0s outros heteropolimeros da fragdo
Precipitado de Fehling isolados de outras espécies de Cladonia, possui cadeia principal composta
por unidades de a-D-Manp ligadas (1-—6) e substituidas em diversos padrdes em O-2 (7), O-4
(8) € 0-2,4 (9 e 10). A presenca deste foi confirmada por estudos de metilagido (27%, Tabela 7)
e degradac@o de Smith (44%, Tabela 8). Igualmente para a galactoglucomanana isolada de C.
substellata, estes valores sdo altos quando comparados com o conteudo de glucose (2%) do
polissacarideo, o que confirma a presenga de dissubstituintes na cadeia principal de manose. O
sinal intenso em & 103,4 sugere a presen¢a de unidades de a-D-Manp ligadas a cadeia principal
(TACOMINTI ez al., 1985).

Os dados de metilagio e RMN "*C da galactoglucomanana de C. ibitipocae sugerem uma
estrutura menos complexa do que os outros polimeros precipitados com solugdo de Fehling
descritos em literatura (IACOMINI et al., 1985, WORANOVICZ et al., 1997) e os do presente
trabalho, embora existam estruturas em comum. Oligossacarideos produzidos por acetdlise
parcial a partir desse polimero auxiliaram no estudo comparativo das espécies aqui apresentadas

(item 4.2.4).

4.2.3.3 Galactoglucomanana de Cladonia penicillata

Na Tabela 6, onde sdo mostrados os rendimentos e composicdes dos
heteropolissacarideos, o liquen Cladonia penicillata apresentou rendimento de 0,8 g% em
relagdo ao peso do liquen seco, a analise da composi¢gio mostrou a presenga de manose,
galactose e glucose em relagdo molar de 60:38:2. Apds a determinagdo da homogeneidade por
meio do experimento realizado por filtragdo em gel, esse polimero foi submetido a analise de
RMN C (Figura '13.1), e demonstrou sinais na regido de C-1 semelhantes aos de

galactomananas isoladas de liquens (BARON et al., 1989; GORIN e IACOMINI, 1984, 1985) ja
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estudadas. Nesse espectro pode-se observar sinais proeminentes em & 104,5, 1}02,5 e 102,1, que
indicam, respectivamente, unidades de extremidades ndo-redutoras de 3-D-Galp ligadas (1>4) a
a-D-Manp 6-O substituida (GORIN e MAZUREK, 1975; HALL e JOHNSON, 1969), unidades
terminais ndo redutoras de a-D-Galp ligadas (1—2) a cadeia principal de a-D-Manp (156) ¢
unidades internas da cadeia lateral de a-D-Manp-(1-—>2)-a-D-Manp (GORIN e MAZUREK,
1982). O sinal intenso em & 104,5 foi confirmado pelo sinal em & 76,9 na regido de C-5, ao
passo que o sinal em & 102,1 foi confirmado pelo sinal em & 80,9 na regido de C-2. Outros sinais
menos intensos foram observados na regido de C-1 em & 103,5, 100,7 e 99,6, que podem
-corresponder, respectivamente, a unidades de o-D-Manp ligadas (1—2) a unidades de a-D-Manp
(IACOMINI et al., 1985), unidades de a-D-Manp ligadas por (1—6) (GORIN, 1981) e unidades
de Manp 2,6-di-O-substituidas (GORIN e MAZUREK, 1982); o sinal em & 100,7 foi confirmado
pelo sinal em & 80,0 na regido de C-2, correspondente a unidade de manopiranose 6-O-
substituida (GORIN e MAZUREK, 1982).

Os dados de analise de metilagido desse polimero podem ser observados na Tabela 7, com

os seguintes acetatos de alditdis parcialmente metilados: 2,3,4,6-tetra-O-metil-manose (10
mol%); 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose (3 mol%); 2,3,4,6-tetra-O-metil-galactose (30 mol%),
que correspondem a grupos terminais ndo redutores; unidades de Manp 2-O- (3,4,6-tri-O-metil-
manose, 12 mol%), Manp 4-O- (2,3,6-tri-O-metil-manose, 3 mol%), Manp 6-O-substituidas
(2,3,4-tri-O-metil-manose, 5 mol%), e ainda unidades de Manp 4,6-di-O- (2,3-di-O-metil-
manose, 8 mol%), 2,6-di-O- (3,4-di-O-metil-manose, 3 mol%) e 2,4,6-tri-O- (3-O-metil-manose,
15 mol%) substituidas. Além desses, o derivado 2,3,6-tri-O-metil-galactitol (7 mol%), que

corresponde a galactose 4-O-substituida.

A alta porcentagem de unidades terminais ndo redutoras de galactopiranose (30 mol%)

13
condiz com a analise de RMN C do polissacarideo (Figura 13.1), que mostrou sinais de B
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e a galactose por meio dos sinais em & 104,5 e 102,5 respectivamente, € que correspondem aos
fragmentos estruturais 8 ¢ 11.

Outro sinal caracteristico de C. penicillata em & 102,1, correspondente a o-D-Manp-
(1->2)-0-D-Manp-(1—2), também se apresenta de acordo com o derivado 3,4,6-tri-O-metil-

manose, que corresponde a unidades de Manp 2-O-substituidas, como se observa na estrutura 12.

o-D-Manp B-D-Galf
1 1
3 \:
2 6
o-D-Galp o-D-Manp o-D-Manp
1 1 1
3 { \:
| 2 2 2
-a-D-Manp-(1-6)- -a-D-Manp-(1—6)- -a-D-Manp-(1—6)-
11 12 13

Os valores de porcentagem molar encontrados para cada derivado confirmam a relagdo
manose:galactose:glucose anteriormente obtida por andlise dos monossacarideos como acetatos
de alditois, a qual apresentou, como pode ser observado na Tabela 6, os valores de 60:38:2
respectivamente.

A oxidagio com periodato de sodio seguida pela degradagdo de Smith é um dos métodos
que auxiliam na elucidagdo da estrutura quimica de polissacarideos. A galactomanana de C.
penicillata, quando submetida a esses tratamentos, originou como produtos finais (Tabela 8),
glicerol (62 mol%), eritritol (10 mol%), treitol (5 mol%), manitol (20 mol%) e tragos de das

galactitol e glucitol (1 e 2 mol% respectivamente). Assim, esses resultados indicaram que 20%
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unidades de manopiranose, presumivelmente presentes na cadeia principal da molécula do
heteropolissacarideo, seriam tri-O-substituidas em 0-2,4.6, o que tornaria estas unidades de
manose resistentes a oxidagdo pelo periodato e, por conseguinte, seriam recuperadas na forma de
manitol, e 10% das unidades substituidas em O-4,6, responsaveis pela produgdo de eritritol.
Esses dados estdo de acordo com os de metilagdo, em que se encontrou 15 mol% do derivado 3-
O-metil-manose € 8 mol% do derivado 2,3-di-O-metil-manose. Além disto, 5% das unidades de
galactopiranose seriam substituidas em O-4; dai o aparecimento de treitol, e do respectivo
derivado metilado 2,3,6-tri-O-metil-galactose (7 mol%), indicando, em conjunto com os dados
de metilagdo, que a maioria das unidades de galactose presentes nesse polimero sdo terminais
ndo redutoras. Os 62% remanescentes surgiram do restante da molécula, ou seja, das unidades
terminais ndo redutoras de manose e galactose, bem como das unidades de manopiranose
substituidas em O-2, O-6 € O-2,6.

A rotagdo especifica dos polissacarideos estudados depende das proporgdes relativas de
ligagdes o-D e B-D. Assim, a rotagdo Optica especifica desses polimeros € determinada pelas
ligacGes B das unidades de galactose e o das unidades de manose e galactose, ou seja, o fator
determinante da rotagdo optica é o numero de unidades D-galactose que substituem a cadeia
principal de manana. A rotai;ﬁo especifica encontrada para o heteropolimero de Cladonia
penicillata, como pode ser observado na Tabela 6, +68,8°, sugere que unidades o e B estdo
presentes na estrutura do polissacarideo. Tal configuragdo foi confirmada pela analise do
espectro de RMN PC dessa molécula (Figura 13.1), que mostrou forte sinal para C-1 em & 104,5
caracteristico de unidades de B-D-galactopiranose ligadas a o-D-manopiranose, como pode ser

evidenciado no fragmento estrutural 8.
Deste modo, com os dados relacionados anteriormente (WORANOVICZ et al., 1997),

ficou demonstrado que a galactoglucomanana existente na fragdo Precipitado de Fehling
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apresentou, na cadeia principal, unidades de a-D-manopiranose unidas por ligagdo (1-—6), como
se apresenta na estrutura 6.

Essas unidades, de acordo com os resultados de metilagdo e de degradagdo de Smith,
eram ndo substituidas (~5%, segundo metilagdo; estrutura 6), 4-O- (~10%, segundo degradacéo
tipo Smith; estrutura 8), 2,4-di-O- (~20%, conforme degradagdo tipo Smith, 15% conforme
metilacdo; estruturas 9 e 10) e 2-O- (~4%, segundo metilagio; estruturas 7 e 11) substituidas por
unidades terminais ndo redutoras de manopiranose e galactopiranose principalmente. Deve ser
ainda observado que parte da ramificagdo da cadeia principal de o-D-manopiranose € do tipo o-
D-Manp-(1—-2)-a-D-Manp-(1-2), correspondente ao derivado 3,4,6-tri-O-metil-manose (~12%,
segundo metilagdo, estrutura 12).

Pode-se, desta forma, concluir que a cadeia principal desses polimeros consiste em
unidades de a-D-manopiranose (1—6) substituidas em O-2 e/ou O-4 sob diferentes modelos por
grupos o-D-manopiranosil e [-D-galactopiranosil principalmente, como os encontrados na
maioria dos liquens estudados pelo grupo (IACOMINI et al., 1985; TEIXEIRA et al., 1995,

WORANOVICZ et al., 1997, WORANOVICZ et al., 1999).

Para caracterizagdo mais completa da estrutura dessa galactoglucomanana, a acetolise
parcial foi realizada (ver item 4.2.4), cujos resultados confirmaram a presenga de alguns

fragmentos estruturais discutidos.

4.2.3.4 Galactoglucomanana de Cladonia crispatula

O espectro de RMN *C do polissacarideo isolado de C. crispatula via precipitagdo com
Fehling (Figura 13.1, p. 89) apresentou sinais intensos em & 104,6 (unidades terminais ndo
redutoras de B-D-galactopiranose-(1—4)-a-D-manopiranose, GORIN e IACOMINI, 1985) e

102,1 (unidades internas da cadeia lateral de o-D-manopiranose-(1—2)-o.-D-manopiranose;
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GORIN e MAZUREK, 1982). Sinais adicionais em & 99,5, 105,6 e 109,4 correspondem,
respectivamente, a unidades de a-D-manopiranose 2,6-di-O-substituida (GORIN ¢ MAZUREK,
1982), sendo o segundo de origem desconhecida, e unidades de B-D-galactofuranose (GORIN et
al., 1981), provavelmente representando unidades terminais ndo redutoras ligadas por (1—6) a
manopiranose (estrutura 13, p. 98). Sinais com esses deslocamentos quimicos ocorrem em
heteropolissacarideos de outros liquens (IACOMINI er al., 1985, TEIXEIRA et al., 1995,
WORANOVICZ et al., 1997), sugerindo estruturas similares.

Na analise de metilagdo, esta fragdo apresentou 12 acetatos de alditois parcialmente
metilados (Tabela 7, p. 92) em quantidades significantes, também indicando similaridades com
os heteropolimeros isolados de outros liquens do género Cladonia. De acordo com esta anélise, o
polissacarideo € ramificado com unidades terminais ndo redutoras de Manp (5%), Glcp (10%),
Galp (17%) e ainda Galf (4%). Além dessas, unidades de Manp 2-O- (5%), 4-O- (2%) e 6-O-
substituidas (6%), Glcp 3-O- (5%) e Galp 4-O- e/ou Galf 5-O-substituidas (13%). Unidades de
Manp, que servem como pontos de ramificagdo, correspondem a cadeia principal de a-D-Manp-
(1->6) substituida em O-4,6 (8%), 0-2,6 (4%) e 0-2,4,6 (16%).

Esse polissacarideo, quando submetido a degradagdo de Smith, apresentou, como se
mostra na Tabela 8, p. 93, os seguintes produtos: glicerol (42%), eritritol (13%), treitol (9%),
manitol (30%), glucitol (5%) e galactitol (1%). Deste modo, os resultados indicaram que 30%
das unidades de Manp, possivelmente presentes na cadeia principal da molécula, eram
substituidas em 0-2.4.6, tornando essas unidades resistentes a oxidagao. Tal resultado ndo estava
de acordo com o respectivo derivado metilado (3-O-metil-manose, 16%); por isso foi realizada
uma oxidacdo adicional com NalOy, o que ndo alterou o resultado;, 13% das unidades de Manp
substituidas em O-4 (2%) e 0-4,6 (8%) produziram eritritol, 0 mesmo tipo de substitui¢do em

unidades de Galp (13%) deram origem ao treitol. O glucitol foi proveniente de unidades de Glcp
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3-O-substituidas (2,4,6-tri-O-metil glucose). O restante da molécula, ou seja, unidades terminais
ndo redutoras de manose, galactose, glucose, bem como as unidades substituidas em O-2, O-6 ¢
0-2,6 (51%), suscetiveis ao NalO,, originaram o glicerol.

Como para as outras galactomananas, o polimero de C. crispatula apresentou valor de
rotagdo especifica (+43,7°), que sugere a presenga de unidades a e 3 nessa molécula, mas o
menor valor de [a] encontrado para a estrutura pode provir do maior nimero de unidades f3
ligada a cadeia de a-D-Manp correspondentes a galactose e glucose.

Com os dados apresentados evidencia-se que o polimero possui unidades de a-D-Manp
unidas por ligagdes (1—6) que, provavelmente, fazem parte da cadeia principal (6% segundo
metilagdo, estrutura 6), 4-O- (8% segundo metilagdo, estrutura 8), 2.4-di-O- (16% segundo
metilagdo, estruturas 9 e 10) e 2-O- (4%, segundo metilagdo, estruturas 7 e 11) substituidas por
unidades terminais ndo redutoras de Manp e Galp principalmente. Unidades de Glcp 3-O-
substituida (5% segundo metilagdo e degradagdo de Smith) e Galp 4-O- e/ou 5-O-substituida
(13% segundo metilagdo e 9% conforme degradagdo de Smith) também estdo presentes.

A fim de elucidar os segmentos da estrutura desse polimero, foram realizadas analises

referentes a acetolise parcial, como pode ser evidenciado no item 4.2 4.

4.2 3.5 Galactoglucomanana de Cladonia miniata e C. salmonea

Estudos preliminares da galactoglucomanana de C. miniata (rendimento 7%, rota¢do
especifica +51,5°) mostraram semelhangas com aquelas isoladas de C. salmonea 29692 e 29828
(rendimento 5,6% e 3,4% respectivamente). As duas ultimas, por sua vez, apresentaram-se
idénticas em todas as analises de caracterizagdo estrutural, e por isso serdo discutidas sem
disting@o.

Os heteropolimeros de C. miniata e C. salmonea apresentaram homogeneidade na analise

de cromatografia de permeac@o em gel (Mus 1,9 x 10%) e composigio monossacaridica igual a
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manose, galactose e glucose em proporgdes de 65:21:12 e 62:28:10 respectivamente. Apesar de
os seus espectros de RMN C (Figura 13.1 E e F) apresentarem similaridades, as analises de
metilagio e degradagdo de Smith mostraram que 0s dois polimeros sdo estruturalmente
diferentes.

As regides de C-1 dos espectros de RMN *C de ambos os polissacarideos apresentaram
sinais proeminentes em & 103,6 (unidades terminais ndo redutoras de o-D-manopiranose;
TACOMINI et al., 1985) e 104,6 (unidades terminais ndo redutoras de B-D-galactopiranose-
(1>4)-a-D-manopiranose, GORIN e TACOMINI, 1985). Outros sinais em & 102,4 ¢ 99,4
correspondem a a-D-galactopiranose-(1—2)-a-D-manopiranose (GORIN e MAZUREK, 1982) e
unidades 2,6-di-O-substituidas de a-D-manopiranose respectivamente (GORIN e MAZUREK,
1982). Além desses, os espectros de RMN 'C dos polissacarideos apresentaram sinais
indicadores deAunidades furanosil em & 109,5 e 105,5. Esses grupos sdo responsaveis pela
rotagdo especifica relativamente baixa do polissacarideo de C. miniata (+ 51.5°), quando
comparada a dos outros polimeros do precipitado de Fehling estudados (Tabela 6): como
exemplo, a galactomanana isolada de C. signata, que ndo apresentou esses sinais, e possui
rotagdo especifica de + 87,9° (WORANOVICZ et al., 1997).

A analise de metilagdo das duas galactoglucomananas mostrou diferengas estruturais
(Tabela 7): a isolada de C. miniata contém unidades ndo redutoras de Manp (18%), Glcp (8%),
Galf (4%) e Galp (13%). Além dessas, unidades de Manp 4-O- (2%), 6-O- (3%), 4,6-di-O- (6%),
2,6-di-O- (4%) e 2,4,6-tri-O-substituidas (17%), unidades de Glcp 3-O- (4%) e 4-O-substituidas
(3%) e unidades de Galp 4-O- e/ou Galf 5-O-substituidas (13%). O polissacarideo isolado de C.
salmonea apresentou estruturas similares, mas contém unidades de Galp 3-O-substituidas (4%
vs. 0%), e mais unidades de Manp 6-O- (14% vs. 3%) e 2,6-di-O-substituidas (15 vs. 6%).
Unidades de Galp 4-O- e/ou Galf 5-O-substituidas ndo foram encontradas e unidades de Manp

2,4, 6-tri-O-substituidas em conteudo mais baixo (12% vs. 17%). Esta diminuig@o refletiu-se nas
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analises de degradagdio de Smith, a qual forneceu 16% de manose convertida a manitol acetato
para a galactoglucomanana de C. salmonea, enquanto a de C. miniata forneceu 19%.

Para a galactoglucomanana de C. miniata eritritol + treitol (21%) foi formado,
correspondendo, principalmente, as unidades de Manp 4-0O- (2%) e 4,6-di-O-substituida (6%) +
Gal 4- e/ou 5-O-substituida (13%) + Glcp 4-O-substituida (3%) = 24%. Para C. salmonea, 0s
valores correspondentes para as unidades de Manp sdo 3% e 15% respectivamente (total 18%), o

que esta de acordo com o conteudo de eritritol formados a partir desta molécula.

4.2.3.6 Galactoglucomanana de Cladonia connexa

A espécie C. connexa, como pode ser observado na Tabela 6, apresentou rendimento de
heteropolissacarideosv de 3,0 g% em relagdo ao peso do liquen seco. A analise de sua composigdo
em monossacarideos mostrou a presenga de manose, galactose e glucose em relagdo molar de
55:38:5; apds a determinagido da homogeneidade do polimero por filtragdo em gel, este foi
submetido a analise de RMN C. Como pode ser observado na Figura 13.2, os sinais
apresentados na regido de C-1 por essa espécie também sd3o tipicos de galactomananas
previamente estudadas em liquens (BARON et al., 1989; GORIN et al., 1993, IACOMINI et al.,
1985), mostram, para essa molécula, sinais proeminentes em & 104,6 e 101,8, correspondentes,
respectivamente, a unidades de extremidades nio-redutoras de B-D-Galp ligadas (1%4) a a-D-
Manp 6-0O substituida (GORIN e MAZUREK, 1975; HALL e JOHNSON, 1969) (estrutura 8, p.
95) e unidades de 2,4-di-O-substituidas da cadeia principal de a-D-Manp-(1—6) (GORIN e
TACOMINI, 1984, 1985) (estruturas 9 € 10, p. 95).

Sinais menores em & 103,7, 100,6 € 99,5 também sio observados; o sinal em 6 103,7 ¢
caracteristico de extremidades nio redutoras de a-D-Manp ligadas (152) a a-D-Manp 6-0-
substituida (IACOMINI et al., 1985); os sinais em & 100,6 e 99,5 podem corresponder,

respectivamente, as unidades da cadeia principal de a-D-Manp ligadas (1-—6), que sdo Manp 6-
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O-substituida (estrutura 6, p. 94) e substituidas em O-2 por cadeias laterais (GORIN e
MAZUREK, 1982), ou seja, 2,6-di-O-substituidas (estruturas 7 e 11, p. 95 e 98
respectivamente). Um sinal em & 105,1, provavelmente proveniente de unidades furanosidicas,
também foi observado.

O sinal intenso em & 104,6, caracteristico de unidades de B- Galp (GORIN e MAZUREK,
1975) foi confirmado pelo sinal em & 77,0 na regido de C-5 (GORIN e MAZUREK, 1982).

Como pode ser observado na Tabela 7, p. 92, onde sdo apresentados os dados referentes a
analise de metilagdo, obtiveram-se os seguintes acetatos de alditois parcialmente metilados:
2,3,4,6-tetra-O-metil-manose (16 mol%); 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose (2 mol%) e 2,3,4,6-
tetra-O-metil-galactose (17 mol%), que correspondem a grupos terminais ndo redutores;
unidades de Manp 2-O- (3,4,6-tri-O-metil-manose, 3 mol%), 6-O- (2,3,4-tri-O-metil-manose, 12
mol%), 4,6-di-O- (2,3-di-O-metil-manose, 7 mol%), 2,6-di-O- (3,4;di-0-meti]-manose, 2 mol%)
e 2,4,6-tri-O- (3-mono-O-metil-manose, 15 mol%) substituidas. Além desses, derivados tri-O-
metilados de galactose, que indicam substituigdo em O-3 (2,4,6-tri-O-metil-galactose, 5 mol%),
0-4 e/ou 0-5 (2,3,6-tri-O-metil-galactose, 11 mol%) e em O-6 (2,3,4-tri-O-metil-galactose, 3
mol%). O derivado 2,3,6-tri-O-metil-glucose (5%) corresponde a unidades de Glcp 4-O- e/ou
Glcf 5-O-substituidas. Deve ser observado que o derivado 2,3,5,6-tetra-O-metil-galactose foi
evidenciado em pequena porcentagem, O qﬁe representa estar de acordo com o espectro de RMN
C, que apresenta sinal de pequena intensidade indicador de unidades furanosidicas.

A baixa porcentagem molar (2 mol%) do derivado 3,4-di-O-metil-manose indica que
poucas unidades de o-D-Manp ligadas (1-—6) e que provavelmente fagcam parte da cadeia
principal desse polimero estejam substituidas em O-2, que corresponderiam a unidades de
manopiranosil 2,6-di-O-substituidas. Como podemos observar, a cadeia principal deste polimero
encontra-se menos substituida do que a maioria dos heteropolimeros em estudo: esta apresenta

alto percentual (12 mol%) de unidades a.-D-Manp (1—6) livres; a porcentagem molar de 7 mol%



Resultados e Discussio-106

do derivado 2,3-di-O-metil-manose indica que essas mesmas unidades de o-D-Manp ligadas
(1—-6) estdo substituidas em O-4 e que correspondem a unidades de manopiranosil 4,6-di-O-
substituidas.

A galactoglucomanana de C. connexa, quando submetida a oxidagdo com periodato de
sodio, seguida pela degradagdo de Smith, apresentou como produtos finais, na forma de acetatos
de alditdis (ver Tabela 8), glicerol (50 mol%), coerente com os dados de metilagdo como o
2.3,4,6-tetra-O-metil-manose e galactose, 2,3,56-tetra-O-metil-galactose, bem como os
derivados 3,4,6-tri-O-metil-manose, 2,3 4-tri-O-metil-manose, 2,3,4-tri-O-metil-galactose e 3,4-
di-O-metil-manose, os quais perfazem um total de 55 mol%. Além desses, eritritol (9 mol%),
que corresponde aos derivados 2,3,6-tri-O-metil-glucose e 2,3-di-O-metil-manose (5 + 7%);
treitol (10 mol%), que corresponde ao derivado 2,3,6-tri-O-metil-galactose; manitol (20 mol%),
ao derivado 3-O-metil-manose e galactitol (10 mol%), ao derivado 2,4,6-tri-O-metil-galactose.
Deste modo, os resultados indicaram que aproximadamente 20% das unidades de manopiranose,
provavelmente presentes na cadeia principal da molécula desta galactoglucomanana, eram
substituidas em O-2.4,6, tornando, assim, estas unidades resistentes a oxidac¢do pelo periodato,
sendo entdo recuperadas na forma de manitol. Além disto, 20 % das unidades de galactopiranose
ndo seriam terminais ndo redutoras, como normalmente se observa em moléculas
heteropolissacaridicas isoladas de liquens, mas estariam ligadas as unidades de o-D-Manp-
(1-6) por ligagdo glicosidica (1—4) e (1-—>3), responsaveis pela produg@o de treitol e galactitol
respectivamente, fato ndo observado até a presente data em liquens.

Como para os outros polimeros em estudo, a rotagdo especifica de +64,5° sugere que
unidades o e B estdo presentes na estrutura da galactoglucomanana. Esta configuragdo também
foi confirmada pela analise do espectro de RMN °C desse polimero (Figura 13.2), que mostra
sinal intenso para C-1 em & 104,6, caracteristico de unidades de 3-D-galactopiranose ligadas a o.-

D-manopiranose.
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Assim, os dados apresentados demonstram que o heteropolimero possui unidades de a-D-
manopiranose unidas por ligacdo (1—6) que, provavelmente, fazem parte da cadeia principal
(~12 mol% segundo metilagdo, estrutura 6), 4-O- (~7 mol%, segundo metilagio), 2,4-di-O- (~20
%, conforme degradagio tipo Smith, 15 % segundo metilagdo) e 2-O- (~2 %, conforme dados de
metilagdo) substituidas por unidades terminais ndo redutoras de manopiranose e galactopiranose
principalmente. Unidades de galactose 3-O-, 4-O- e/ou 5-O e 6-O-substituidas e também de
glucose 4-O-substituidas indicam ser pontos de ramifica¢do da molécula.

Dados relativos a forma sobre como as unidades ramificadoras de D-Manp e D-Galp estdo
ligadas a molécula foram obtidos por acetolise parcial (ver item 4.2.4). Estudos posteriores com
enzimas especificas deverdo ser conclusivos sobre como esses constituintes se ligam
preferencialmente a cadeia principal do polimero, igualmente, como as outras
galactoglucomananas aqui estudadas, pode-se sugerir que a cadeia principal desse polimero
consiste em unidades de o-D-manopiranose ligados (1—6) substituidos sob diferentes padrdes

por grupos o.-D-manopiranosil e 3-D-galactopiranosil principalmente.

4.2.3.7 Galactoglucomanana de Cladonia imperialis e C. clathrata

Estudos preliminares da galactomanana de C. imperialis mostraram que esta €
semelhante & de C. clathrata. As regides de C-1 dos espectros de RMN *C dos polissacarideos
(Figura 13.2 H e I respectivamente) mostraram similaridades e apresentaram sinais proeminentes
em & 104,6 (estrutura 8, p. 95) e & 102,1 (estrutura 12, p. 98). Outras semelhangas foram
encontradas nas propor¢des de manose, galactose e glucose nas fragdes Sobrenadante
congelamento-degelo (Tabela 2, p. 57), Sobrenadante (Tabela 4, p. 68) e Precipitado de Fehling
(Tabela 6, p. 87). Diferengas foram encontradas, contudo, nas rotagdes especificas, que foram de
+72,8° para a galactomanana de C. imperialis e +62,2° para a isolada de C. clathrata. Os dados

de metilagdo (Tabela 7) revelaram unidades terminais ndo redutoras de galactopiranose (22%) e
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manopiranose (14%), e unidades de manopiranose substituidas em O-2 (12%), O-6 (4%), O-4,6
(11%), 0-2,6 (4%) e‘ 0-2,4,6 (22%) para o polimero de C. imperialis. Os valores
correspondentes para o polissacarideo de C. clathrata foram 20 e 10% de unidades terminais ndo
redutoras de galacto- e manopiranose respectivamente. Para unidades de manopiranose O-
substituidas, os valores correspondentes foram 4, 16, 17, 6 € 15%. Ambos os polissacarideos
mostraram uma pequena propor¢do de unidades de galactofuranose, o que estd de acordo com
seus espectros de RMN *C, que mostraram um sinal em & 109,7 (estrutura 13, p. 98); portanto
estas galactomananas ramificadas possuem provavelmente uma cadeia principal composta por
estrutura de uma o-D-manopiranana ligada (1—6) (estrutura 6, p. 94), similar aquelas de outras
galactomananas isoladas de outrovs liquens.

Similaridade também foi observada na analise de degradagdo de Smith (Tabela 8, p. 93)
dessas galactomananas. Além disto, os produtos mostraram alta propor¢do de glicerol (57% e
61% respectivamente), quando comparados, por exemplo, aos obtidos de C. crispatula, C.
ibitipocae e C. substellata. Outra diferenca observada foi a porcentagem de manitol formada na
degradagdo de Smith dos polissacarideos de C. imperialis e C. clathrata (20 e 27%,
respectivamente), comparados com os de C. ibitipocae (44% cada), indicando diferencas nas
proporgdes de unidades de manopiranosil substituidas em O-2,4,6 (estruturas 9 e 10, p. 95). As
galactomananas dessas espécies contém cadeias principais que sdo O-substituidas nas mesmas
posi¢des daquelas de outras previamente investigadas em liquens do género Cladonia

(IACOMINI et al., 1985; WORANOVICZ, 1995).

4.2.3.8 Galactoglucomanana de Cladonia furcata 22975
Seguindo o procedimento de extragdo com KOH similar aquele utilizado para todas as
espécies, o polissacarideo obtido na fragdo Precipitado de Fehling (rendimento 0,8%) teve a

rotagdo especifica igual a +61,4° e composto por manose (54%), galactose (43%) e glucose (3%).
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O espectro de RMN C desta fragio mostrou ser idéntico ao obtido para Cladonia
Jurcata 23007 no precipitado de Fehling (WORANOVICZ et al, 1997), como pode ser
observado na Figura 13.2 J e K, p. 90, porém diferente das outras espécies em estudo. Apesar de
que os espectros possuem sinais em comum em & 104,6 (estrutura 8, p. 95) e 100,3 (estrutura 6,
p. 94), suas respectivas propor¢des sdo diferentes. A regido de C-1 do espectro de C. furcata
22975 também apresentou sinais em & 109,7 (unidades ndo redutoras de B-D-galactofuranose
ligadas 16 a unidades de o-D-manopiranose; estrutura 13, p. 98, GORIN et al., 1981) e em &
105,6, de origem desconhecida, idénticos aos de C. furcata 23007. Esses grupos, que estdo
presentes em propor¢do consideravel, causaram a relativa diminui¢do da rotagdo especifica,
comparada com a obtida para C. signata. A analise de metilagdo (Tabela 7, p. 92) também ndo
mostrou diferengas entre as duas amostras de C. furcata, que demonstraram a presenga, COmo
principais componentes, de unidades terminais ndo redutoras de galactopiranose (40%) e
manopiranose (16%) e também unidades de manopiranosil substituidas em O-6 (3%), 0-4,6
(19%), 0-2,6 (1%) e 0-2,4,6 (18%). Unidades terminais ndo redutoras de galactofuranose (3%)
também foram encontradas. Apesar das similaridades com as outras Cladonia em estudo, o
material isolado de C. furcata apresentou valor diferente de glicerol (60%) na analise de
degrada¢do de Smith (Tabela 8, p. 93), proveniente sobretudo de unidades terminais ndo
redutoras de manopiranose e galactopiranose. O conteudo relativamente alto de eritritol (16%)
liberado originou-se das unidades de manopiranose substituidas em O-4 (estrutura 8). A detecgao
de manitol acetato mostrou que 20% das unidades de manopiranosil sdo 2,4,6-tri-O-substituidas

(estruturas 9 e 10).

4.2.3.9 Caracteristicas comuns dos heteropolimeros isolados da fragdo Precipitado de Fehling
Com base nas investigagdes realizadas com heteropolissacarideos fracionados e

precipitados com solugdo de Fehling, foi verificado que estas moléculas apresentam cadeias
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principais com estruturas idénticas e representadas por a-D-Manp unidas por ligagdes (1-56). As
cadeias laterais, que correspondem principalmente a unidades terminais nio redutoras de o-D-
Galp-(1->2)-, B-D-Galp-(1>4)-, B-D-Galf~(1>2)-, B-D-Galf~(1-6)-, a-D-Glep-(1-2)-, B-D-
Glcp-(1-4)- e a-D-Manp-(1-2)-, ocorrem como monossubstituintes ou como dissubstituintes
nas posi¢des O-2 e/ou O-4.

Com os dados de RMN "*C, metilagdo, degradagdo de Smith e acetolise parcial, pode-se
concluir que as estruturas mostraram n3o ser idénticas, mas estruturalmente relacionadas; como
pode ser observado na Tabela 7 (p. 92), que evidencia os acetatos de alditois parcialmente
metilados obtidos dos polissacarideos metilados, a porcentagem e a presenga de alguns derivados
variam nas espécies em estudo. Aparentemente C. furcata é a que apresenta maior nimero de
unidades terminais ndo redutoras (59%). Esta espécie, além de C. imperialis, C. miniata e C.
substellata também parecem ser as mais ramificadas no presente estudo, porque a procentagem
de unidades de manose 6-O-substituidas (2,3,4-tri-O-metil-manose) foi menor que 5%. Por outro
lado, os polimeros de C. furcata, C. ibitipocae e C. signata (WORANOVICZ, 1995) parecem o0s
mais simples dos investigados em Cladonia spp., visto que possuem o menor nimero de
derivados metilados. Esta observagdo pode ser confirmada pelo seus espectros de RMN *C
(Figuras 13.1 e 13.2, p. 89 e 90), cujas regides de C-1, especialmente a de C. ibifipocae, sdo
relativamente simples entre oS liquens estudados.

Os polissacarideos isolados de géneros da mesma familia, como Cladina alpestris, C.
confusa (como Cladonia alpestris e Cladonia confusa, IACOMINI et al., 1985) e Cladia
aggregata (WORANOVICZ, 1995) mostraram, com os sinais de RMN BC (Figura 13.3, p. 91),
caracteristicas semelhantes com relagdo a cadeia principal e seus substituintes ja comentados.

Os dados indicaram que as estruturas de galactomananas e galactoglucomananas sdo
tipicas das espécies de liquens; apesar das similaridades entre espécies do mesmo género, cada

polissacarideo precipitado com solugdo de Fehling parece caracteristico da espécie.
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4.2.4 OLIGOSSACARIDEOS

Os olig

ossacarideos foram produzidos a partir de galactoglucomananas obtidas na

fragdo Precipitado de Fehling e purificados como se descreve em Materiais e Métodos. Eles

foram estudados para elucidar a estrutura fina e estabelecer semelhangas e diferengas mais

especificas entr

e 0s polissacarideos dessa fragdo.

4.2.4.1 Oligossacarideos isolados de Cladonia substellata

A aceto

pelo menos sei

lise parcial da galactoglucomanana de C. substellata originou uma mistura de

s produtos acetilados, de acordo com seu perfil de HPLC, fase reversa (Figura

14). As condigdes utilizadas foram as citadas em Materiais e Métodos, item 3.3.1.3, e a

concentragdo de material injetado foi 600 mg/mL. Esses foram FR-1, correspondente ao

solvente (tempo de retengdo 1,3 min), FR-2 (1,7 min, 7% da area total), FR-3 (2,5 min, 28%),

FR-4 (3,7 min,

34%), FR-5 (4,9 min, 6%), FR-6 (6,25 min, 13%) e FR-7 (8,0 min, 12%).

Resposta (mV)
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FIGURA 14 -

Fracionamento de monossacarideos e oligossacarideos em HPLC, fase reversa,
coluna Delta-Pak™C'®-Waters, detectados por IR. Fonte: C. substellata.
Eluentes: 60% agua, 40% acetonitrila. Fluxo: 3,0 mL/min.



Resultados e Discussdo-112

As fragdes correspondentes a cada pico foram coletadas e monitoradas por TLC e RMN
'H o0 componente FR-4 apresentou Ry, igual a 0,8 quando analisada em TLC, fase movel
acetato de etila: hexano (1:1) e os espectros de RMN 'H e '"H,'"H COSY sugeriram a presenga
da mistura acetilada de o-D-Manp-(1—2)-a3-D-Manp e a-D-Manp-(1—3)-a3-D-Galp.

O espectro de RMN 'H da fragsio FR-4 apresentou sinais para dois H-14s em & 6,24 (d,
J12= 2,1 Hz) e em 6 6,40 (d, /12 = 3,7 Hz) e um sinal de H-13 em & 5,64 (d, /12 = 8,01 Hz),
que correspondem, respectivamente, as unidades redutoras de a-D-Manp, a-D-Galp e B-D-Galp
(a forma o é predominante em relagio a 3). Além desses, dois sinais de H-1 em 6 4,94 (d, /2 =
1,8 Hz) e 6 5,02 (d, Ji2 = 1,6 Hz) relativos as unidades ndo redutoras de a-D-Manp dos dois
oligossacarideos. Dados de COSY obtidos a 25°C para esta fragdo apresentaram assinalamentos
inequivocos dos sinais de H-1, sugerindo a presenga dos dois dissacarideos acetilados

anteriormente citados (estruturas 14 e 15).

o-D-Manp-(1-2)-ap-D-Manp

14

o-D-Manp-(1—3)-ap-D-Galp

15

Os valores em campo baixo, 8 6,40, 6,24 e 5,64 dos H-1 redutores devem-se ao fato de
o respectivo carbono conter um grupo acetil, tornando, desta forma, H-1 mais desblindado. A
ligagdo glicosidica (1—3) da estrutura 15 foi facilmente determinada por COSY devido a
absor¢do em campo alto de H-3 (8 4,23) da unidade redutora. C-3 de a-D-Galp, quando
acetilado, mostra para o respectivo proton o valor de & 5,32 (dados experimentais ndo

mostrados); por isso, se este carbono esta comprometido em ligagdo glicosidica, e

conseqiientemente ndo possui o grupo acetil, faz com que o correspondente hidrogénio absorva
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em campo mais alto. Da mesma forma, o sinal de H-3 de B-Galp ndo apareceu em campo
baixo. Em B-Galp acetilada, essa ressonancia ocorre em & 5,08. Assim, como o sinal de H-2
desta unidade acetilada da estrutura 15 forneceu correlagdo com H-3 em & 3,98, a ligagdo 153
foi confirmada.

As formas acetiladas destes oligossacarideos ndo puderam ser separadas por
cromatografia em silica gel (fase normal), utilizando diferentes fases moveis [acetato de etila:
hexano (1:1, 1,5:1, 2:1) e acetato de etila: tolueno (1:1)]. Assim, a mistura dos dois
dissacarideos foi desacetilada conforme se descreve em Materiais € Métodos, e novamente
tentou-se purificagdo em silica gel. Duas misturas de eluentes foram utilizadas: acetato de etila:
metanol: agua (4:2:1) e n-butanol: etanol: agua (2:1:1). Como a separagdo ndo foi satisfatoria,
optou-se por separagdo em HPLC, fase normal. O perfil obtido pode ser observado na Figura
15, que mostrou trés componentes, sendo FN-1 o pico relativo ao solvente (tempo de retengdo

1,7 min), FN-2 (6,6 min, 34%) e FN-3 (8,2 min, 66%).

25.00
1
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s
E 1500 +
3
'3
%10.00T
['4 2 3
s.m-L "‘—_’_’A/\\-_——
0.00
SR 8582°25938358333RILCIRNKS
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Tempo de retengdo (min)
L

FIGURA 15 - Fracionamento de oligossacarideos em HPLC, fase normal, coluna Alltech
Carbohydrate-Waters, detectados por IR. 1, solvente; 2, a-D-Manp-(1-2)-a-
D-Manp; 3, a-D-Manp-(1-3)-af-D-Galp. Fonte: C. substellata. Eluentes: 30%

agua, 70% acetonitrila. Fluxo: 2,2 mL/min. Concentragdo: 10 mg/mL.
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O componente FN-2 foi isolado e seu espectro de RMN 'H mostrou dois sinais
principais de H-1, que corresponderam aqueles de uma amostra auténtica de o-D-Manp-(1—2)-
o-D-Manp em 6 5,02 (H-17;d, J12 = 1,2 Hz) € 5,36 (H-1; d, J;2 = 1,7 Hz). A analise de HMQC
(Figura 16) mostrou sinais de C-1 correspondentes a o-D-Manp em & 92,8 ¢ 102,2 para as
unidades redutoras e ndo redutoras respectivamente. A correlagio de H-2 da unidade redutora
em d 3,93 com o respectivo C-2 em & 79,4 sugeriu que a ligagio € do tipo (152).

Os sinais de proton de cada anel foram assinalados via COSY (Figura 17), iniciando-se
de cada sinal anomérico e foram confirmados pelo espectro de TOCSY, o que permitiu o
assinalamento completo dos sinais de préoton desta molécula (Figura 18). O espectro de
NOESY (Figura 19) do dissacarideo mostrou fortes contatos interresiduo entre H-1°/H-2,
confirmando a estrutura 14. Os dados obtidos das analises de RMN originaram os dados da

Tabela 9.

TABELA 9 - Dados de RMN "H® para o dissacarideo 2-O-o.-D-manopiranosil-g$-D-manose.

Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a/b
—2)-a-D-Manp 5,36 3,93 3,67 3,78 3,73 3,74

Jl,z (1,2) J172 (1,2) J2’3 (3,4) J374 (nd) J4,5(n.dA) Jj,sa (5,0)
J2’3 (3,5) J3,4 (9,6) J4,5 (10,4) J5,6 (nd) J6a,6b (11,5)

o-D-Manp-(1— 5,01 4,04 3,83 3,61 3,75 3,85
Ji2 (LT S2(1,8) 3 (33) 5a(95)  Jsea(d1)  Jsaen(12,6)
J23(3,3) 5495 Jas(9,7)  Jseb(2,0)

Em D,0; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao DSS interno, e constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido
n.d.: a constante de acoplamento ndo foi determinada devido a sobreposi¢do dos sinais.

Principais nOes interglicosidicos:

H,; manose ndo-redutora<>H; manose redutora
H, manose redutora<>H, manose redutora
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FIGURA 16 - Espectro de 'HBC HMQC de oc-D—Manp—(l—>2)—0cB—D-Manp obtido da

galactoglucomanana de C. substellata em D20, a 25° C. A esquerda, a regido

anomérica. Os deslocamentos quimicos foram expressos em 8, ppm. H1/C1 e

H1°/C1’ correspondem & o-D-Manp redutora e ndo redutora respectivamente.
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FIGURA 17 - Espectro de 'H'H COSY de a-D-Manp-(1—-2)-a-D-Manp obtido da
galactoglucomanana de C. substellata em D20, a 25° C. A esquerda, a regido
anomeérica. Os deslocamentos quimicos foram expressos em §, ppm. A
unidade ndo redutora foi representada por Hn’ (n indica o proton de cada

unidade).
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FIGURA 18 - Espectro de RMN 'H de a-D-Manp-(1—2)-af-D-Manp obtido da
galactoglucomanana de C. substellata em DO, a 25° C (A). Regido
expandida entre & 4,12 e 3,56 (B). Os deslocamentos quimicos foram

expressos em 8, ppm. A unidade ndo redutora foi representada por Hn’ (n

indica o proton de cada unidade).
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FIGURA 19 - Espectro de 'H'H NOESY de o-D-Manp-(1-2)-a3-D-Manp obtido da
galactoglucomanana de C. substellata em D,0, a 25° C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em &, ppm. A unidade ndo redutora foi

representada por Hn’ (n indica o proton de cada unidade).
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O componente FN-3 forneceu o valor de rotagdo especifica de +24° e a composigdo
monossacaridica correspondente a manose e galactose na proporgdo de 1:1. A analise de RMN
'H mostrou a regido anomérica composta por quatro dubletes correspondentes respectivamente
a H-1 da unidade ndo redutora de a-D-Manp ligada a a-D-Galp (6 5,03; Ji2 = 1,6 Hz), H-1 da
unidade ndo redutora de Manp ligada a B-D—Galp (6 5,02; Ji2 = 1,7 Hz), e unidades redutoras
de a-D-Galp (8 5,26; Ji2 = 3,9 Hz) e B-D-Galp (8 4,60, Ji2 = 7,9 Hz) (Figura 20). Dados de
COSY (Figura 21), NOESY (Figura 22) e TOCSY foram obtidos a fim de estabelecer os

deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (Tabela 10).

TABELA 10 - Dados de RMN 'H * para o dissacarideo 3-O-o-D-manopiranosil-o3-D-

galactopiranose.
Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a/b
33)-0-D-Galp 5,26 3,87 3,94 4,22 4,05 ' 3,89-3,85

Jl,z (3,89) Jl,z (3,81) J2,3 (10,38) .]3,4 (2,90) J4,5 (nd) J5,6 (nd)
J2,3 (10,38) J3’4 (3,13) J4’5 (0,7) J5,6 (nd) Jﬁa’éb (nd)

3)--D-Galp 4,60 3,53 3,74 416 3,76-3,65 3,70/
3,76-3,65
J12(7,90)  J12(7,90)  J3(10,22) J4(3,36) Jas(nd)  Jsea(7,7)
Ja3 (10,0)  54(3,59) Jas(nr) Jse(nd)  Jeae(12,8)

a-D-Manp (1> 5,03 3,98 3,67 4,05 3,65-3,75 3,91-3,83
5,02°
Ji2 (1,68)  Ji2(1,68) Jas (3.28)  Ja(977) Jas(9,55) Jsg(nd.)
Ji2(L75) a3 (3,51)  J5a(977)  Jas(nd) Jsen2.52) Jeasy(nd.)

* Em D;0; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao DSS interno, e constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido
n.d.: a constante de acoplamento ndo foi determinada devido a sobreposigdo dos sinais.
® «-Man ligada a a-Gal; © a-Man ligada a 3-Gal

Principal nOe interglicosidico: H; manose ndo redutora <>Hj galactose terminal redutora
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FIGURA 20 - Espectro de RMN 'H de a-D-Manp-(1—3)-af-D-Galp obtido da

galactoglucomanana de C. substellata em D,0O, a 25° C (A). Regido

expandida entre & 4,25 e 3,50 (B). Os deslocamentos quimicos foram

expressos em &, ppm. As unidades ndo redutoras foram representadas por

Hn’ (n indica o préton de cada unidade).
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FIGURA 21 - Espectro de 'H,'H COSY de a-D-Manp-(1-3)-aB-D-Galp obtido da
galactoglucomanana de C. substellata em D,0, a 25°. A esquerda, a regido

anomérica. Os deslocamentos quimicos foram expressos em d, ppm. o-D-

Galp foi representda por * e B-D-Galp por °
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FIGURA 22 - Espectro de 'H,'H NOESY de a-D-Manp-(1—3)-af-D-Galp obtido da
galactoglucomanana de C. substellata em D,0, a 25° C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em o, ppm. A unidade n3o redutora foi

representada por Hn’ (n indica o proton de cada unidade).
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A fim de confirmar as conclusGes a respeito desta molécula, parte da amostra do
dissacarideo foi acetilado com anidrido acético e piridina na proporgdo de 1:1 e analisado
novamente em RMN. Os espectros 'H- RMN (1D) e COSY (Figura 23) confirmaram os dados

obtidos para a molécula na forma livre e forneceram os dados da Tabela 11.

TABELA 11 - Dados d¢ RMN 'H® para o dissacarideo 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-O-(2,3,4,6-tetra-

O-acetil-o-D-manopiranosil)-o3-D-galactopiranose.

Unidade Deslocamentos quimicos "H (8) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a/b
—3)-a-D-Galp 6,40 5,23 4,23 5,48 4,22-426 4,24

J1,2 (3,7) JLQ (3,8) J2’3 (10,2) J3’4 (3,2) J4’5 (Ild) J5’6 (l’ld)
J233 (10,2) J3,4 (3,4) J4,5 (1,1) J5,6 (nd) J6a,6b(12,6)

~53)-B-D-Galp 5.64 5,31 3,98 5,42 4,11 4,16-4.24
Jl’z (8,3) .]1,2 (8,2) J2,3 (10,2) J3’4 (3,2) J4,5 (1,1) J5,6a (nd)
J23(10,1) 4 (3.4) Jas(1,0)  Js56a(7,6)  Jeasp (11,9)

a-D-Manp(1—> 5,04° 510 5,15 524 3,93 4,18
5,05°
Ji2(1L,6) Ji2(1,6) 3 (3.5) J34(10,7)  J4s(9,9)  J56(2,9)
Jia(1L4) 1332 JBa(102)  Jis(99)  J56a(25)  Jeaen(12,5)
Js.60(5,1)

* Em CDCIl3; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao TMS interno, e constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido _
n.d.: a constante de acoplamento ndo foi determinada devido & sobreposigdo dos sinais.

® a-Man ligada a o-Gal

¢ a-Man ligada a 3-Gal
B-Gal é predominante em relagdo a a-Gal (porque o andmero predominante 3 foi acetilado
com piridina e anidrido acético).

Principal nOe interglicosidico:
H; manose n3o redutora<>H3 galactose terminal redutora
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FIGURA 23 - Espectro de 'H'H COSY de 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a.-

D-manopiranosil)-a3-D-galactopiranose obtido da galactoglucomanana de C.

substellata em CDCl, a 25°C. A esquerda, a regido anomérica. Deslocamentos

quimicos em & (ppm). a-D-Galp foi representda por ®e B-D-Galp por °.
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O componente FR-6 (ver Figura 14, p. 111) indicou a presen¢a de um trissacarideo. No
entanto, como o componente principal demonstrou estar contaminado, este foi desacetilado e
purificado por HPLC, utilizando-se coluna de fase normal, conforme descrito para a fragdo de
dissacarideos. O perfil no HPLC indicou um pico principal no tempo 9,92 minutos, que
mostrou ser composto por manose e glucose em proporgdo molar de 2:1 e forneceu o valor de
+3° na analise de rotacdo especifica.

O espectro de RMN 'H (Figura 24) mostrou 3 sinais de H-1 de areas aproximadamente
iguais em & 4,55 (d, Ji2 = 8,04 Hz), 5,10 (d, J12 = 1,60 Hz) e 5,42 (d, /1. = 1,78 Hz), que
correspondem, respectivamente, as unidades de B-D-Glcp e unidades ndo redutora e redutora de
o-D-Manp. Também podem ser observados sinais de pequena intensidade do trissacarideo
correspondente ao composto de ponta redutora 3-D-Manp; porém, como a forma predominante
da Manp em solugio € alfa, somente este anémero foi estudado.

Assim, com auxilio das analises de RMN bidimensionais e utilizando o programa WIN-
NMR, as correspondentes correlagdes foram determinadas, ou seja, a partir de H-1 foram
determinados os H-2, e assim por diante. Os deslocamentos quimicos e constante de
acoplamento obtidos com auxilio de HH COSY (Figura 25) sdo mostrados na Tabela 12. As
analises bidimensionais permitiram o assinalamento de todos os prétons desta molécula (ver
Figura 24).

Como existem duas unidades de manose e uma de glucose, a seqii€ncia destas unidades
foi determinada pelo espectro de NOESY (Figura 26), o qual indicou que H-1 da unidade ndo
redutora de a-D-Manp (A) produziu um nOe interresidual com H-2 da unidade redutora de
Manp (C). Da mesma forma, o H-1 da unidade ndo redutora de B-Glcp (B) mostrou nOe
interresidual com H-4 ligado 4 C-4. Com o objetivo de estabelecer os sinais de >C, analise de

HMQC (Figura 27) forneceu os seguintes deslocamentos quimicos para os C-1: unidade
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redutora de a-Manp, 6 92,7, unidade ndo redutora de a-Manp, & 102,4; e unidade ndo redutora

de B-Glcp, 6102.9.

A

TUTAN AL A0 ab5 T abo 355 b0 3RS 3R0T 3N 30 3k 3B00 355 330 345 30 335 Pem

FIGURA 24 - Espectro de RMN 'H de o-D-Manp-(1—2)-[B-D-Glep-(1—4)]-a-D-Manp
obtido da galactoglucomanana de C. substellata em D,0, a 25° C (A). Regido

expandida entre 8 4,20 e 3,35 (B). Os deslocamentos quimicos foram expressos
em §, ppm. A: unidade nfo redutora de a-D-Manp; B: unidade ndo redutora de

B-D-Glcp; C: unidade redutora de a.-D-Manp.
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FIGURA 25 - Espectro de 'H, '"H COSY de o-D-Manp-(1-2)-[B-D-Glcp-(1->4)]-af-D-Manp

obtido da galactoglucomanana de C. substellata em D,0, a 25°. A esquerda, a

regido anomérica. Os deslocamentos quimicos foram expressos em &, ppm. A:

unidade nio redutora de o-D-Manp; B: unidade ndo redutora de B-D-Glcp; C:

unidade redutora de a-D-Manp.
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FIGURA 26 - Espectro de 'H, '"H NOESY de o-D-Manp-(1-52)-[B-D-Glcp-(1-—>4)]-a.f-D-Manp
obtido da galactoglucomanana de C. substellata em DO, a 25° C. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em &, ppm. A: unidade ndo redutora de
a-D-Manp; B: unidade ndo redutora de B-D-Glcp; C: unidade redutora de a-D-

Manp.
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FIGURA 27 - Espectro de 'H,">C HMQC de o.-D-Manp-(1-2)-[B-D-Glep-(1—4)]-af-D-Manp

obtido da galactoglucomanana de C. substellata em D;0, a 25° C. A esquerda, a

regido anomérica. Os deslocamentos quimicos foram expressos em 8, ppm. A:

unidade nio redutora de a-D-Manp;, B: unidade néo redutora de B-D-Glcp; C:

unidade redutora de o-D-Manp.
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As correlagdes de H-2 e H-4 da unidade redutora de Manp com os respectivos C-2 em &
79,2 e C-4 em 6 77,4 também sugeriram que as ligagoes sdo do tipo (1-2) e (1>4).

Esses dados condizem com a estrutura ramificada representada em 16.

of3-D-Manp C 16

B-D-Glcp B

Outros deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento foram determinados por
meio de COSY e TOCSY, os quais podem ser observados na Tabela 12.

O dissacarideo representado pela estrutura 14 parece comum aos polissacarideos
isolados de liquens; o da estrutura 15 foi descrito pela primeira vez na literatura
(WORANOVICZ et al., 1999). Este provavelmente se refere a uma ramificagdo da cadeia
principal da manana ligada (1—6) e esta de acordo com os dados de metilag@o e degradagdo de
Smith: o derivado 2,4,6-tri-O-metil-galactose provém das mesmas unidades que originaram o
galactitol com a oxidag¢do com periodato de sodio, ou seja, unidades de Galp 3-O-substituidas.
Com isso, novo fragmento estrutural pode ser sugerido para a galactoglucomanana isolada de
 C. substellata, embora ainda seja necessario obter informagdo sobre como esta unidade de
galactose esta ligada ao polissacarideo.

A elucidagio do trissacarideo ramificado (estrutura 16) foi de grande importancia, pois
os dados mostraram que a glucose é um componente do heteropolissacarideo isolado de C.
substellata, apesar de ignorar-se se este é um fator comum em espécies de Cladonia spp.

previamente estudadas. Assim, é possivel referir-se aos polimeros isolados da fragdo
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Precipitado de Fehling como galactoglucomananas, quando a glucose se faz presente como

componente monossacaridico.

A

TABELA 12 - Dados de RMN 'H * para o trissacarideo o-D-manopiranosil-(1-2)-[B-D-

glucopiranosil- (1—4)]-a-D-manopiranose.

B

C

Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5  H-6a/b
A 5,10 4,13 3,90 3,68 3,80 3,92
J12(1,60)  J12(2,03) J23(3,48) 4(9,58)  Jus(10,17) Jeaen(12,6)
J23(3,50)  J4(9,66) Jis5(9,58)  Jsea (4,9)
B 4,55 3,35 3,55 3,45 3,88 3,78
J12(8,04) Ji2(8,73) J23(9,0)  4(939)  Jis(9,75)  Jsea (2,40)
J23 (8, 77)  J4(939) Jus(9,75)  Jsen (2,90) Jeaen(12,7)
C 5,42 4,05 411 3,95 3,78 3,98
J2(1,78)  J12(1,95) 23 (3,39)  J4(9,00)  Jus5(10,17) Jsea (4,3)
J23(3,40) L4 (8,73) Jus5(10,2)  J56.(4,9)  Jsaen (n.d.)

* Em D,0; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao DSS interno, e constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido
n.d.: a constante de acoplamento néo foi determinada devido & sobreposigdo de sinais.

Principais nOes interglicosidicos:

H-1A<H-2C
H-1B<>H-4C

4.2.4.2 Oligossacarideos isolados de Cladonia ibitipocae

O dissacarideo a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp foi purificado e caracterizado na forma

do seu correspondente derivado acetil devido a maior facilidade em determinar sua estrutura

através de RMN, como mostrado a seguir.
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A conveniéncia em analisa-los na forma acetilada consiste principalmente no fato de
que ndo existe grupo acetil no carbono envolvido na ligagdo glicosidica. Desta forma, o proton
correspondente torna-se mais blindado e, conseqiientemente, absorve em campo mais alto. O
mesmo ocorre com H-1 da unidade nédo redutora da molécula. Assim, torna-se evidente o tipo
de ligagdo glicosidica do oligossacarideo em estudo com a analise de RMN 'H (1D); portanto a
acetilagdo foi atil na analise de unidades terminais redutoras dos aglicares e na completa
determinagdo da estrutura desta molécula, fornecendo espectros de RMN simplificados, livres
de complicagdes devido aos andmeros redutores;, porém a fim de confirmar o tipo de ligag@o,
dados de nOe foram igualmente levados em consideragdo. Além disso, a etapa correspondente
a desacetilagdo dos oligossacarideos ndo foi necessaria, o que significa maior rapidez no
processo.

1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranosil)-D-manopiranose
foi purificado com utilizagdio de coluna cromatografica conforme descrito em Materiais e
Métodos, item 3.3.1.4. As fragdes que apresentaram maior concentragdo em carboidratos
tiveram seu Ry, igual a 1,0. Estas foram analisadas por RMN 1D (‘H) e 2D (COSY, TOCSY e
NOESY), e forneceram os valores apresentados na Tabela 13, p. 138f

O espectro de RMN 'H (Figuras 28.1 e 28.2) mostrou 2 sinais de H-1 em & 6,24 (J 12 =
2,1 Hz) e 4,94 (J 12 = 1,8 Hz), que equivalem, respectivamente, as unidades redutora € néo-
redutora de o-D-manopiranose. O valor em campo baixo, & 6,24 de H-1 redutor deve-se ao fato
de o respectivo carbono conter um grupo acetil, tornando, desta forma, H-1 mais desblindado.
A ligagdo glicosidica (1—2) foi facilmente determinada devido a absor¢do em campo alto de
H-2 (8 4,03) da unidade redutora. O correspondente carbono, quando acetilado, mostra para o
respectivo hidrogénio o valor de 8 5,26 (dados experimentais ndo mostrados); portanto quando
este carbono esta comprometido em ligagdo glicosidica e, consequientemente, ndo possui O

grupo acetil, faz com que o correspondente hidrogénio absorva em campo mais alto.
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FIGURA 28.1 - Espectro de RMN 'H de 1,‘3,4,6-tetra—O-acetil-Z-O-(2,3,4,6—tetra—O-acetil-a—D—manopiranosil)-D-ocB-manopiranose obtido
da galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCls, a 25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A unidade n&o redutora

foi representada por Hn’ (n indica o proton de cada unidade).

eel



Resultados e Discussdo-134

Hé6a

H4 H4’() ,
A~ N

 HY

Hé6b

}.

Regiio HS’e H6’

1/

3

P ds 4 = 52 PN & 4 do

FIGURA 28.2 - Espectro parcial de RMN 'H de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-
acetil-o.-D-manopiranosil)-of3-D-manopiranose obtido da galactoglucomanana
de C. ibitipocae em CDCl;, a 25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A
unidade ndo redutora foi representada por Hn’ (n indica o préton de cada

unidade).

0 especfro de 'H,'H-COSY (Figuras 29.1 e 29.2) forneceu os dados necessarios para
estabelecer os dados mostrados na Tabela 13. Esses valores se basearam em dados
experimentais obtidos de monossacarideos acetilados, analisados por meio de técnicas de
RMN 1D e 2D, além de dados descritos na literatura (OGAWA e YAMAMOTO, 1982). A
analise de NOESY (Figura 30) confirmou que a ligagdo glicosidica deste dissacarideo € do tipo
1—2, onde podemos observar um contato interresidual entre H-1 e H-2 das unidades néo-

redutora e redutora de manopiranose (H-1’e H-2) respectivamente.
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FIGURA 29.1 - Espectro de 'H,'"H COSY de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-
a-D-manopiranosil)-o3-D-manopiranose obtido da galactoglucomanana de C.
ibitipocae em CDCls, a 25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A unidade

ndo redutora foi representada por Hn’ (n indica o proton de cada unidade).
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FIGURA 29.2 — Regido expandida do espectro de "H,'H COSY de 1,3,4,6—tetra-0-a¢etil-2-0—
(2,3,4,6-tetra-0-acetil-oc-D—manopiranosil)-ocB—D-rhanopiranose obtido da
galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCls, a 25° C. Deslocamentos
quimicos em & (ppm). A unidade ndo redutora foi representada por Hn’ (n

indica o préton de cada unidade).
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FIGURA 30 - Espectro de 'H,'H NOESY de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-
o.-D-manopiranosil)-o3-D-manopiranose obtido da galactoglucomanana de C.
ibitipocae em CDCl;, a 25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A unidade

nio redutora foi representada por Hn’ (n indica o proton de cada unidade).
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TABELA 13 - Dados de RMN 'H ® para o dissacarideo 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-O~(2,3,4,6-

tetra-O-acetil-o.-D-manopiranosil)-of3-D-manopiranose.

Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a/b
—-2)-0-D-Manp 6,24 4,03 5,29 5,43 4,01 423,412

Ji2 (2,1) J2(2,4) J23(3,0) J5.4(10,0)  Js56.(4,0) Js6a (4,0)
J23(3,0) JS4(10,0)  Jas(10,1)  Js6r(2,5) Jsen (2,2)
J6a,6b (12,4)

a-D-Manp-(1—> 4,94 5,26 5.41 5,26 417 42-417:4,15
J12 (1,8) J12(1,6) . J23(3,4) J4(10,1)  Jsea(4,1) Jsep(2,4)
J23(33.2) J4(9) Ja5(9,5)  Jsep(2,4) Jeasn(12,5)

* Em CDCl;; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao TMS interno, e as constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido
n.d.: a constante de acoplamento ndo foi determinada devido a sobreposi¢@o dos sinais.
Principais nOes interglicosidicos:

H, manose n3o-redutora <>H; manose redutora
H; manose redutora «<>H; manose redutora

Misturas de oligossacarideos foram também obtidas com outros solventes: acetato de
etila: hexano (3:1) e acetato de etila 100%. Estas fragdes foram igualmente monitoradas por
CCD e analises de RMN, mas eles ndo puderam ser separados porque ndo havia quantidade
suficiente de material nestas fragdes.

Os produtos de acetolise parcial da galactoglucomanana de C. ibitipocae foram
examinados por HPLC em coluna de fase reversa ap0s 48, 96 e 144 horas de reagio (Figuras 31

A, 31 B e 31 C). Os componentes apresentaram tempos de retengao idénticos para cada tempo,
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FIGURA 31 - Fracionamento de monossacarideos e oligossacarideos em HPLC, fase reversa,
coluna Delta-Pak ™ C'*-Waters, detectados por IR. Fonte: C. ibitipocae, apods 48
(A), 96 (B) e 144 horas (C) em acetoélise. Eluentes: 60% agua, 40% acetonitrila.
Fluxo: 3,0 mL/min. Concentragdo: A: 390 mg/mL; B: ndo determinada; C: 815
mg/mL.
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mas o rendimento foi maior apés 144 horas (aproximadamente o dobro do rendimento
encontrado em 48 horas). |

Todos os picos tiveram tempo de retengdo no HPLC e Rgs na TLC que corresponderam
aos obtidos para o heteropolissacarideo de C. substellata; entretanto a analise de RMN 'H
mostrou que o componente equivalente a FR-4 continha apenas o-D-Manp-(1—2)-o3-D-Manp
e ndo a-D-Manp-(1—3)-ap-D-Galp acetilado.

O isolamento de a-D-Manp-(1—2)-af3-D-Manp por dois diferentes métodos nos leva a
concluir que este dissacarideo provavelmente ¢ predominante no heteropolissacarideo isolado
de C. ibitipocae, quando o método de acetodlise € utilizado para a produgdo de oligossacarideos.
Além disso, ndo houve diferenga na composigdo da fracdo corfespondente ao pico FR-4 dos
cromatogramas relacionados ao tempo de acetdlise, o que significa, para esta
galactoglucomanana, que o nimero de horas nio alterou a produgéo deste dissacarideo.

Outra fragdo de oligossacarideo correspondente ao pico FR-6 (Figura 31) foi analisada
também na forma acetilada. Desta fragdo foi isolado o oligossacarideo 1,3,6-tri-O-acetil-
(2,3,4,6-tetra-O- acetil- o- D- manopiranosil)- [4-O- (2,3,4,6- tetra- O- acetil-B- D-
glucopiranosil)]- D-manopiranose. Este trissacarideo teve sua estrutura elucidada por meio de
RMN 1D (‘H) e 2D (COSY, TOCSY, NOESY), como pode ser observado nas Figuras 32, 33,
34 e 35 e forneceram os valores apresentados na Tabela 14.

O espectro de RMN 'H (Figura 32) mostrou 3 sinais de H-1 em § 6,13 (J,2 = 2,1Hz),
4,92 (/12 = 1,8 Hz) e 4,59 (J12 = 8,1Hz), que equivalem, respectivamente, as unidades redutora
e ndo redutora de o-D-manopiranose e da unidade de B-D-glucopiranose. Como se explicou
anteriormente, o valor em campo baixo de H-1 redutor deve-se ao fato de o respectivo carbono
conter um grupo acetil, tornando, desta forma, este hidrogénio mais desblindado. As liga¢oes

glicosidicas foram determinadas com auxilio dos espectros de COSY (Figura 33) e TOCSY
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(Figura 34), que permitiram a determinagdo dos deslocamentos quimicos e constantes de

acoplamento.

TABELA 14 - Dados de RMN '"H* para o trissacarideo 1,3,6-tri-O-acetil-2-O-(2,3,4,6-tetra-O-

acetil-a-D-manopiranosil)-[4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) ]-o.f3-

D-manopiranose. A B
C
Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a/b
A 4,92 5,37 5,29 5,32 413 4,21-4,17

Jl,z (1,83) J1’2 (1,83) J2,3 (n.r.) J3,4 (H.I’.) .]4,5 (10,3‘8) J6a,6b(12,4)
J2,3 (2,75) J3,4 (n.r.) J4,5 (n.r.) Js,sa (4,27) J5,6a (nd)
J5,6b (2,0) J5,6b (n.d.)

B 4,59 4,95 5,16 5,11 3,76 4,48,4,08
J12(8,09) J12(8,09) 23(9,0)  J4(9,46) Jus(9,61) Jsea (3,66)
J23(9,0)  54(9,46)  Jis(9,61)  Jsea (3,05) Jsen (2,14)
Js6p (1,83)  Joasn(12,7)

C 6,13 3,99 5,30 413 3,91 4,45:4.15
J12(2,14) Ji2(nr) Sz (nd)  S4(961) Jis(9,92)  Jsea (3,70)
J23 (2,60) JSa(nd)  Jis(943) Jsea(3,7) 560 (3,0)
Js6p (2,14)  Jsasn(12,4)
* Em CDCl;; deslocamentos quimicos em ppm relativos ao TMS interno, e constantes de
acoplamento em parénteses (Hz)

n.r.: ndo resolvido
n.d.: a constante de acoplamento nio foi determinada devido a sobreposic¢@o de sinais.

Principais nOes interglicosidicos:
Hja>Hze
Hip<>Hac
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FIGURA 32 - Espectro de RMN 'H de 1,3,6-tri-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-
manopiranosil)-[4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)]-o3-D-
manopiranose obtido da galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCI;, a
25° C (A). Regido expandida entre 8 5,5 e 3,7 (B). Deslocamentos quimicos em

8 (ppm). A: unidade ndo redutora de o-D-Manp; B: unidade néo redutora de B-

D-Glcp; C: unidade redutora de o-D-Manp.
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FIGURA 33 - Espectro de 'H, '"H COSY de 1,3,6-tri-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-o.-D-

manopiranosil)-[4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)]-ap-D-

manopiranose obtido da galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCl3, a 25°
C. A esquerda, a regido anomérica. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A:
unidade nio redutora de a-D-Manp; B: unidade ndo redutora de B-D-Glcp; C:

unidade redutora de a-D-Manp.
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Nesse experimento, o espectro TOCSY (Figura 34) foi importante na elucidagio de qual
sinal de H-4 corresponde as unidades redutora e ndo-redutora de manose, pois H-3 das
unidades de Manp absorvem muito proximas uma da outra (5,29 e 5,30 ppm): a correlacio de
H-2 com H-5 da unidade redutora € evidente neste espectro; portanto ao conhecer o sinal de H-
5 da unidade redutora, a correlagdo obtida no COSY foi definitiva para definir H-4 desta
unidade. Com isto, foi comprovado que Manp terminal redutora possui C-2 e C-4 envolvidos
em ligagdes glicosidicas, pois seus respectivos H-2 e H-4 absorvem em campo alto (3,99 e 4,13
ppm respectivamente), ou seja, nio existe o grupo acetil nestas posigdes.

O tipo de ligagio desta molécula foi confirmado pelo espectro de NOESY (Figura 35),
que mostrou principais nOes interglicosidicos entre H-1 de Manp ndo-redutora com H-2 da

Manp redutora e também entre H-1 da unidade de Glcp com H-4 da unidade redutora de Manp.

4.2.4.3 Oligossacarideos isolados de Cladonia penicillata

o-D-Manp-(1->2)-o3-D-Manp e B-D-Galp-(1—>4)-ap-D-Manp foram obtidos e
detectados exatamente da mesma maneira que se descreve para a mistura de dissacarideos de C.
substellata (item 4.2.4.1). O perfil de elui¢do em HPLC, fase reversa, mostrado na Figura 36 (p.
147), é muito semelhante aos mostrados para C. ibitipocae e C. substellata.

As aliquotas correspondentes a cada pico foram coletadas e analisadas por RMN 'H. A
fragdo do pico 4 mostrou ser composta pela mistura de a-D-Manp-(1—2)-af3-D-Manp (14, p.
112) e B-D-Galp-(1—4)-ap-D-Manp (17) na forma acetilada mediante analises de RMN 'H e

COSY. Os dados podem ser analisados na Tabela 15 (p. 148).

B-D-Galp-(1—4)-ap-D-Manp

17
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FIGURA 34 - Espectro de 'H, 'H TOCSY de 1,3,6-tri-0—aceti1-2—0-(2,3,4,6-tetra—0-acetil-0c-D-
manopiranosil)—[4-0—(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)]-aB-D-

manopiranose obtido da galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCl;, a

25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). C: unidade redutora de o-D-Manp.
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FIGURA 35 - Espectro de H, 'H NOESY de 1,3,6-tri-O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-
manopiranosil)-[4-0-(2,3,4,6-tetra—0-acetil-B-D-glucopiranosil)]-ocB—D—
manopiranose obtido da galactoglucomanana de C. ibitipocae em CDCl;, a
25° C. Deslocamentos quimicos em & (ppm). A: unidade ndo redutora de o-D-

Manp; B: unidade nfo redutora de -D-Glcp; C: unidade redutora de a-D-Manp.
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FIGURA 36 - Fracionamento de monossacarideos e oligossacarideos em HPLC, fase reversa,

coluna Delta-Pak"™C'*-Waters, detectados por IR. Fonte: C. penicillata.
Eluentes: 60% agua, 40% acetonitrila. Fluxo:3,0 mL/min. Concentragdo: 880

mg/mL.

Como se afirmou anteriormente, a presenga de a-D-Manp-(1—2)-af3-D-Manp foi

confirmada comparando-se com o espectro puro desta molécula na forma acetilada.

O fragmento estrutural 17 provavelmente se refere as unidades de B-D-Galp ligadas a

cadeia principal de unidades de manose ligadas (1—>6) (8 104,6 no espectro de RMN B0y,

presentes em todos os polissacarideos em estudo. Como as condigdes de obten¢do dos

oligossacarideos foram iguais para todas as amostras, € possivel que C. penicillata apresente

maior propor¢do dessas ramificagdes em sua galactoglucomanana em relagdo as outras

espécies.

A fragdo correspondente ao pico 6 (Figura 36) mostra a presenca de uma molécula
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diferente das anteriormente citadas e sugere a presenca de um tetrassacarideo.

TABELA 15 - Dados de RMN 'H® para os dissacarideos o-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp e B-D-

Galp-(1—4)-ap-D-Manp (acetilados) em CDCls.

Unidade Deslocamentos quimicos 'H (5) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a e 6b
—52)-D-Manp 6,24 4,03 5,29 543 4,01 4,12
Ji12(2,1) J3(3,0)  JS4(10,0)  Jus (10,1)  Tseadsen(4,0;2,5) Jeaer (12,4)
o-D-Manp-(1—> 4,94 5,26 5,41 5,26 4,17 4,15-4,21
J2(1,8) 3(3,2)  J4(9,9) Jas(nd)  Jsg(nd) Joa6b (n.d.)
—4)-D-Manp 6,02 5,23 5,36 3,97 4,15 435, 4,08
D22,2) J3(B,4)  J54(10,0) Jus(nr) Js6(n.d.) Joa 60 (n.d.)
B-D-Galp-(1-> 4,56 5,15 4,99 5,35 3,99 4,20-4,00
Ji2(8,0) J3(10,5) J4(3,4) Jas(nr) Js6a (7,3) Joa6p(n.d.)

* Constantes de acoplamento s3o mostradas em parénteses (Hz)
n.r.; ndo resolvido
n.d.: constante de acoplamento nio determinada devido a sobreposig¢do dos sinais.

4.2.4 4 Oligossacarideos isolados de Cladonia crispatula e C. miniata

A mistura dos dissacarideos a-D-Manp-(1—2)-af-D-Manp (14) e 3-D-Galp-(1—->4)-af3-
D-Galp (18) foram obtidos e detectados exatamente da mesma maneira que se descreveu para
os oligossacarideos no item anterior. O perfil de eluigdo em HPLC, fase reversa, para os
oligossacarideos obtidos de C. crispatula é mostrado na Figura 37. O perfil de elui¢do obtido

para a espécie C. miniata foi idéntico.

B-D-Galp-(1—4)-a-D-Galp
18
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Resposta (mV)

FIGURA 37 - Fracionamento de monossacarideos e oligossacarideos em HPLC, fase reversa,
coluna Delta-Pak™'C'®-Waters, detectados por IR. Fonte: C. crispatula.
Eluentes: 60% agua, 40% acetonitrila. Fluxo: 3,0 mL/min. Concentragdo: 880
mg/mL.

As aliquotas correspondentes a cada pico foram coletadas e analisadas por RMN 'H. As
fragdes correspondentes aos picos 4 € 5 mostraram ser compostas pela mistura dos dois
dissacarideos citados, por meio de analises de RMN 'H e COSY. Os dados obtidos destas
analises constam na Tabela 16.

A presenga de a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp nesta fragdo foi evidenciada comparando-
se com o espectro puro desta molécula (isolada de C. ibitipocae) na forma acetilada.

O dissacarideo correspondente a galactobiose foi observado em menor quantidade nesta
fragdo, quando comparado a manobiose e foi analisado da mesma forma que para as moléculas
acetiladas anteriormente descritas. O sinal em & 4,25, correspondente ao H-4 de 3-D-Galp ndo
redutora, foi indicativo da substituicio em O-4 desta unidade, uma vez que se encontra em
campo mais alto que a respectiva unidade acetilada, que apresentaria sinal em & 5,26 (dados

experimentais).
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TABELA 16 - Dados de RMN "H® para os dissacarideos o.-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp e B-D-

Galp-(1—4)- a-D-Galp (acetilados) em CDCl;.

Unidade Deslocamentos quimicos 'H (®) e constantes de acoplamento
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a e 6b
—2)-D-Manp 6,24 4,03 5,29 5,43 4,01 4,12
J12(2,1) L3(B0)  5a(10,0)  Jis(10,1)  Jseadse6(4,0; 2,5) Jeaen (12,4)
a-D-Manp-(1»> 4,94 5,26 541 526 4,17 4.15-421
J2(1,8) J3(3,2)  J4(9,9) Jas (n.d.) Js6 (n.d.) Joa6p (n.d.)
—4)-D-Galp 6,29 5,34 5,24 4,25 4,20 4,08 (H-6a)
J2B7) 39,5 £4(3,0) Ja5(2,0) Jss(n.d.) Joaeb(12,4)
B-D-Galp-(1—»> 4,43 5,22 4,99 5,36 4,20-4,00 4,20-4,00
J12(7,9) 3(10,4) J4(3,4) Jas(nr.) Jse(nd.) Jeasp (n.d.)

* Constantes de acoplamento sdo mostradas em parénteses (Hz)
n.r.: ndo resolvido
n.d.: constante de acoplamento ndo determinada devido a sobreposi¢é@o dos sinais.

A galactobiose provavelmente se refere, como no caso dos outros dissacarideos
estudados, a uma ramificagdo da cadeia principal do polimero e se encontra de acordo com os
dados de metilagdo e degradagdo de Smith: o derivado 2,3,6-tri-O-metil-galactose (13% para
cada espécie) provém das mesmas unidades que originaram o treitol (9% para C. crispatula ¢
6% para C. miniata) com a oxidag¢do com periodato de sodio, ou seja, unidades de Galp 4-O-
substituidas. Com isso, a galactobiose pode ser sugerida como uma ramificagdo das
galactoglucomananas isoladas dessas espécies, embora seja interessante investigar sobre como

este dissacarideo esteja ligado ao polissacarideo.
A fragdo correspondente ao pico 7 da Figura 37 mostrou a presenga do mesmo

trissacarideo (estrutura 16) obtido nas espécies Cladonia ibitipocae e C. substellata.
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4.2.4.5 Oligossacarideos isolados de Cladonia connexa

Os dissacarideos provenientes da galactoglucomanaha de C. connexa purificados por
HPLC mostraram-se idénticos aos obtidos para C. substellata. E interessante observar que,
além de C. salmonea, cujos fragmentos estruturais ndo foram investigados, as Unicas espécies
que produziram galactitol na degradagdo de Smith e o derivado 2,4,6-tri-O-metil-galactose na
analise de metilagdo, foram C. connexa e C. substellata. Isto pode explicar o motivo por que o
dissacarideo a-D-Manp-(1—3)-a3-D-Galp foi encontrado somente nessas duas espécies.

Ainda assim, o pico que correspondeu ao trissacarideo isolado de C. substellata nio
apresentou os mesmos sinais quando analisados por RMN 'H. Aparentemente € a mesma
molécula que indicou ser um tetrassacarideo em C. penicillata.

O fato de C. connexa e C. penicillata ndo terem apresentado o trissacarideo comum as
outras espécies pode ser explicado pela auséncia de glucose terminal ndo redutora nos dados de
metilagdo. Apesar de suas galactoglucomananas conterem este monossacarideo envolvido em
outros tipos de ligagdo na molécula (ver Tabela 7, p. 92), o fragmento estrutural 10 (p. 95)
aparentemente ndo estd presente na fragdo Precipitado de Fehling de Cladonia connexa e C.

penicillata.

4.2.4.6 Oligossacarideo isolado de Cladonia imperialis
2-0-a-D-Manopiranosil-o3-D-manose também foi purificado utilizando-se coluna
cromatografica, conforme se descreve em Materiais e Métodos (item 3.3.1.4). As fragcdes
obtidas foram monitoradas por meio de cromatografia em camada delgada, utilizando-se a
mesma mistura de eluentes da fase movel (acetato de etila: metanol: agua, 4:2:1). Para
revelagdo foi ﬁtilizada a mistura de sulfato cérico 1% e acido molibdico 1,5% em H,SO4 10%.
Duas fragdes apresentaram maior concentragdo em carboidratos (n° 15 e 20),

observadas por TLC. A primeira apresentou uma mistura de monossacarideos por meio de
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RMN 'H (dados ndo mostrados). A fragdo n° 20, que mostrou Ry igual a 1,0, mostrou ser
composta pelo dissacarideo a-D-Manp-(1—2)-a.3-D-Manp, detectado por técnicas de RMN
(1D e 2D).

O espectro de RMN 'H mostrou 2 sinais de H-1 em § 5,36 (Ji2 = 1,2 Hz) e 5,01 (J12 =
1,7 Hz), qﬁe eqﬁivalem, respectivamente, as unidades redutora e ndo redutora de o-D-Manp,
além de um pequeno sinal em & 5,12 (J12 = 1,6 Hz), correspondente & forma B-D-Manp (a
forma o é predominante). Todos os sinais observados no espectro de RMN 'H desta molécula
sdo idénticos aqueles de o-D-Manp-(1—2)-af-D-Manp isolado de C. substellata (Figura 18, p.
117), o que indica que este dissacarideo também ¢é predominante no heteropolimero de C.
imperialis quando a acetOlise parcial é realizada. Os deslocamentos quimicos e constantes de

acoplamento s&o mostrados na Tabela 9, p. 114.

O resumo dos oligossacarideos produzidos a partir das galactoglucomananas via:

acetolise parcial, purificados e caracterizados pode ser observado na Tabela 17.



TABELA 17 - Oligossacarideos produzidos a partir de galactoglucomananas das espécies em estudo.

Oligossacarideo C. connexa  C. crispatula  C. ibitipocae C. imperialis C. miniata C. penicillata C. substellata
P R Y Tea— y % % s v 7
a—D-Mar;v-(l%S}aB-D-Ga]p | / v
B-D-Galp-(1—4)-af-D-Manp /
B-D-Galp-(1—4)-aB-D-Galp v v |
a-DaMaﬁpf(IQ?Z)-[B-DQGICp; o v v v | v
w-aB-DfMar;v _ —

¢Sl



5 CONCLUSOES
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O estudo e pesquisa desta dissertagdo permitem elencar as seguintes conclusdes:

5.1) Glucanas do tipo nigerana, ou seja, polimeros que contém liga¢Ges alternadas de a-D-
glucose (1—3)- e (1>4) na proporgdo de 1:1, foram encontradas em todas as espécies de
Cladonia investigadas. Parece provavel que a nigerana seja comum a todas as espécies deste

género.

5.2) Com exce¢do de Cladonia furcata (n° 23007 e 22975), todas as espécies de Cladonia
estudadas apresentaram galactomanoglucanas semelhantes na fragio Sobrenadante de Fehling,
com cadeia principal constituida de unidades de B-D-Glcp unidas por ligagdes (1—3) substituida
por varias cadeias laterais de $-D-Galf e unidades de a-D-Manp 2-0O-, 4-O-, 6-0- e 2,3-di-O-
substituidas. Em C. furcata foi detectada a presenga de uma a-D-glucana com propor¢do de
ligagdes (1—>3) e (1—>4) de 2:1. Para Cladia aggregata, a molécula encontrada nessa fragdo ¢
estruturalmente diferente, sugerindo a presenga de uma galactana. Em estudo com espécies de
Cladina (IACOMINI et al., 1985), estruturas distintas das estabelecidas neste estudo foram
caracterizadas; portanto em conjunto com outras caracteristicas utilizadas na taxonomia classica,
os polissacarideos isolados da fragdo Sobrenadante de Fehling podem ajudar na classificagdo de

espécies dos géneros Cladonia e Cladia.

5.3) Galactoglucomananas foram obtidas de todas as espécie<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>