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RESUMO

No presente trabalho foram estudadas as estruturas de polissacarideos obtidos dos
fungos liquenizados Heterodermia obscurata e Punctelia constantimontium (algas do
género Trebouxia como fotobiontes). Estes, apds deslipidificados, foram extraidos
com 4gua e KOH a 2 e 10%, resultando em fracdes que foram submetidas aos
processos de purificacdo por congelamento/degelo e precipitacdo com solucdo de
Fehling. Os precipitados de congelamento/degelo (PPG/D) de ambos os fungos
liquenizados apresentaram o-D-glucana, e dados de metilacio e RMN sugerem uma
estrutura contendo ligacdes glicosidicas alternadas (1—3) e (1—4), do tipo nigerana,
com relagdo molar de 1,07:1 para H. obscurata e 1,3:1 para P. constantimontium. O
precipitado de Fehling do fungo liquenizado H. obscurata apresentou manose e
glucose como componentes monossacaridicos e, por meio de andlises de metilagdo e
RMN (°C, HMQC e HMQC-acoplado), esta estrutura consiste em uma glucomanana
altamente ramificada, com uma cadeia principal composta por unidades de o-D-Manp
ligadas-(1—6), sendo a maioria substituida em O-2, principalmente por unidades
terminais ndo redutoras de o-D-Glcp, a-D-Manp e, possivelmente, por cadeias laterais
constituidas por unidades de o-D-Manp 4-O-substituidas. A galactoglucomanana
isolada do precipitado de Fehling do fungo P. constantimontium contém manose,
galactose e glucose como componentes monossacaridicos neutros € 6% de acidos
urdnicos, os quais foram carboxirreduzidos e os resultados mostram que este dcido €
GIcAp. De acordo com os dados de metilacio e RMN (*C, HMQC e HMQC-
acoplado), esta apresenta cadeia principal de unidades de a-D- Manp ligadas (1—6),
sendo parcialmente substituidas em O-2, e/ou O-2,4 por unidades de B-Galp, sendo
que as unidades de B-Galp encontram-se substituindo as unidades de a-Manp da
cadeia principal em O-4 e O-2, e ndo apenas em O-4, como geralmente observado em
liquens.
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1 INTRODUCAO

1.1 FUNGOS LIQUENIZADOS

Fungos liquenizados sdo definidos como organismos simbidticos compostos por
um fungo, o micobionte, € um ou mais parceiros fotossintéticos, o fotobionte, que
pode ser uma alga verde ou uma cianobactéria (NASH III, 1996). Apesar dos fungos
liquenizados serem constituidos por dois ou mais organismos, seus nomes cientificos
referem-se apenas ao fungo que participa da simbiose; a alga tem sua taxonomia
propria dentro dos grupos comuns de algas (PURVIS, 2000).

A natureza da simbiose liquénica € amplamente discutida. A maioria dos
pesquisadores refere-se a fungos liquenizados como um caso cldssico de mutualismo,
onde todos os pares possuem vantagens na associagdo. Alternativamente, fungos
liquenizados sdo considerados como um exemplo de parasitismo controlado, uma vez
que os fungos parecem obter mais beneficios e o fotobionte crescer mais lentamente
no estado liquenizado do que no estado de vida livre (AHMADIJIAN, 1993).

Os fungos, como organismos heterdtrofos, desenvolveram vdrias estratégias
nutricionais para adquirir carbono fixado, sendo uma delas a liquenizacdo, que
consiste da aquisicdo do carbono fixado de uma populacdo de algas verdes e/ou
cianobactérias (HONEGGER, 1996). A transferéncia de metabdlitos do fotobionte
para o micobionte depende do tipo de fotobionte que estd envolvido na associacdo. Em
fungos liquenizados contendo cianobactérias, o carboidrato liberado e transferido para
o fungo € a glucose e nos organismos contendo algas verdes, o carboidrato liberado é
um poliol, podendo ser ribitol, eritritol ou sorbitol (ELIX, 1996). Além disso, as
cianobactérias produzem aminodcidos a partir de gds carbOnico e nitrogénio, em
associacdo com a dgua e sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, contribuindo
para a fixacdo de nitrogénio no ecossistema. Dessa maneira, em cianoliquens o

micobionte ganha uma fonte de nitrogénio (AHMADIJIAN, 1993; PURVIS, 2000).



Atualmente estima-se que o nimero de espécies de fungos liquenizados seja de
aproximadamente 17.000. A respeito do micobionte, cerca de 20% de todas as
espécies de fungos atualmente conhecidas sdo encontradas na natureza na forma
liquenizada, dentre os quais 98% sdo ascomicetos. Ao contrdrio, existem poucos
basidiomicetos e deuteromicetos (fungos imperfeitos) liquenizados (HONNEGER,
1991; NASH III, 1996).

Com relacdo aos fotobiontes, 40 gé€neros de algas verdes e cianobactérias ja
foram descritos como fotobiontes liquénicos, e estes responsabilizam-se totalmente
pela fotossintese (HONNEGER, 1996). Os cianobiontes mais comuns sdo espécies dos
géneros Nostoc, Scytonema, Stigonema, Gloeocapsa, e Calothrix, em ordem de sua
freqiiéncia e os fotobiontes de algas verdes incluem Trebouxia, Trentepohlia,
Coccomyxa, e Dictyochloropsis. O fotobionte mais comum &€ Trebouxia, sendo que
este ocorre em mais da metade de todos os fungos liquenizados conhecidos
(AHMADIJIAN, 1993). Pode ocorrer também a presenca de dois fotobiontes
associados a um udnico fungo, sendo uma alga verde o bionte primdrio e uma
cianobactéria o organismo secundério, o ultimo encontrando-se nos cefalddios, regides
de crescimento do talo liquénico (MARCELLI, 2006a).

Nessa associac@o ocorre a formagdo de uma estrutura especifica, denominado
talo liquénico (Figura 1), morfologicamente diferente da estrutura adquirida pela alga
ou fungo quando em vida livre. A constituicdo do talo liquénico compreende algas
microscOpicas semelhantes as mesmas espécies de vida livre e filamentos fungicos
(hifas), desenvolvendo-se simbioticamente. Um tecido resistente periférico,
denominado coértex, protege as células dos fotobiontes do ressecamento e luz
excessiva, enquanto outro mais interno, chamado medula, é frouxamente entrelacado,

facilitando as trocas gasosas (AHMADIJIAN, 1993).



FIGURA 1 - Corte transversal de Canomaculina pilosa (Stiz.) Elix & Hale em eletromicrografia de
varredura (cedida pela Profa. Dra. Sionara Eliasaro, Departamento de Botanica- UFPR).
Aumento de 1000 x.

Cértex Camada Medula Cértex

superior algal inferior

18 mm

A aparéncia do talo do fungo liquenizado € determinada primeiramente pelo
micobionte, entretanto sabe-se que a influéncia do fotobionte na morfogénese ¢é
importante, uma vez que somente apds a simbiose o talo caracteristico é desenvolvido
(BUDEL; SCHEIDEGGER, 1996). De maneira geral, existem trés tipos de talo
liquénico, podendo ser crostoso, folioso ou fruticoso, e estes variam muito em
aparéncia, existindo desde formas muito simples até estruturas morfoldgicas e
anatomicamente complexas. A maior parte dos talos liquénicos pode ser medida em
centimetros (1 até 30 cm), entretanto, existem talos adultos de poucos milimetros, que
crescem em frestas de troncos ou de rochas, assim como enormes formas foliosas, com
mais de um metro de didmetro, ou longas barbas-de-velho de até quatro metros de
comprimento (MARCELLI, 2006a).

Quanto a coloracdo dos fungos liquenizados, nos portadores de algas verdes, a
maioria dos talos liquénicos tem coloracdo entre o branco e o cinza, com um toque de
verde fornecido pela clorofila. Nos cianoliquens, as cores variam entre o preto,

marrom e cinza-chumbo. Por outro lado, alguns fungos liquénicos produzem



substancias coloridas, para defesa contra o excesso de iluminagdo que pode degradar a
clorofila. Neste caso, o talo ou parte dele pode adquirir cores como amarelo, laranja e
vermelho (MARCELLI, 2006a).

Os fungos liquenizados possuem distribuicdo cosmopolita, podendo ser
encontrados desde os tropicos até as regides polares, onde sdo freqiientemente a
vegetacdo predominante, no interior de rochas e cascas de arvores, em todos os
substratos, climas, altitudes e latitudes (GORIN et al., 1993). Os fungos liquenizados
conseguem sobreviver em condi¢des de vida muito adversas devido a sua capacidade
de dessecamento ripido, oferecendo resisténcia a condi¢des ambientais extremas de
temperatura e luz (RAVEN, 1996).

Esses organismos sdo os melhores bioindicadores de polui¢do de uma regiao,
devido a sua extrema sensibilidade a SO,, NO, e 0zoOnio e habilidade em absorver e

acumular metais pesados (AHMADIJIAN, 1993).

1.2 APLICACAO DOS FUNGOS LIQUENIZADOS

Os fungos liquenizados sd@o pouco usados na alimentacdo humana, devido ao
seu baixo conteudo protéico, seu sabor geralmente amargo e sua escassa produgdo de
biomassa (LEGAZ et al., 2006). Entretanto, a espécie Cetraria islandica pode ser
convertida em um tipo de farinha usada no preparo de mingau, Gyrophora esculenta
usada no preparo do popular “iwatake” dos japoneses e Lecanora esculenta, 0 mana,
utilizado como alimento pelo homem e animais nas estepes semi-dridas (GORIN et al.,
1993).

Lethariella cashmeriana e L. sernanderi sdo utilizadas na medicina tradicional
tibetana e chinesa, no preparo de chds medicinais, possuindo a propriedade de baixar a
pressdo arterial e reduzir inflamagdes. Os fungos liquenizados também tém sido
empregados para a fabricacdo de bebidas alcodlicas, substituindo o lipulo da cerveja

por Lobaria pulmonaria (LEGAZ et al., 2006).



Devido as suas cores, que variam do branco ao negro, vermelho, laranja,
marron, amarelo e verde, muitos foram utilizados como corantes, entretanto, hoje
possuem pequena importancia econdmica (RAVEN, 1996; ELIX, 1996).

Nos ultimos dez anos, diversos metabdlitos procedentes desses organismos
estdo sendo utilizados na fabricacdo de produtos cosméticos, como protetores solares.
(LEGAZ et al., 2006). Também € utilizado na industria de perfumes, sendo as espécies
Evernia prunastri e Pseudevernia furfuraceae usadas para preparar um extrato o qual é
empregado como fixador de alguns perfumes (HONDA; VILEGAS, 1998).

Na medicina, as espécies Lobaria pulmonaria e Cetraria islandica tém sido
descritas como medicamentos para a tuberculose pulmonar. A Usnea barbata no
tratamento de doencas da pele e a Usnea longissima como expectorante. Além disso,
antibidticos contra as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, sdo também
encontrados nos liquens (GORIN et al., 1993).

Fungos liquenizados sdo usados como bioindicadores de polui¢do, devido a
capacidade de absorverem e acumularem metais pesados, ao fato de que muitas
espécies tém larga distribuicdo geografica, e a constatacdo de que a morfologia ndao
varia de maneira marcante ao longo das estacoes (HONDA; VILEGAS, 1998).
Espécies contendo cianobactérias sdo de grande importancia na fixa¢do de nitrogénio

no solo (PURVIS, 2000).

1.3 PRINCIPAIS CONSTIUINTES QUIMICOS DOS FUNGOS LIQUENIZADOS

Os principais constituintes quimicos encontrados nos fungos liquenizados sdo

as substéncias liquénicas e os carboidratos (baixa e alta massa molar).
1.3.1 Substancias Liquénicas
As substancias liquénicas sdo produtos do metabolismo secunddrio do

micobionte, € sdo encontradas no cortex ou na medula, raramente em ambas as

camadas. A concentracdo pode variar de 0,1 a 10% em relagdo ao peso seco do talo



liquénico, embora em alguns casos a concentracdo possa ser superior (HONDA;
VILEGAS, 1998).

Os compostos provenientes do metabolismo secundario dos fungos liquenizados
sdao 4cidos alifdticos, meta- e para-depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos,
dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, dcidos usnicos, terpenos e derivados do
acido pulvinico. Ainda que alguns desses compostos sejam também produzidos por
fungos de vida livre e por plantas superiores, a maior parte é considerada exclusiva de
fungos liquenizados (ELIX, 1996).

Até o momento, cerca de 700 dessas substincias foram identificadas, sendo
esses organismos as entidades biologicas mais estudadas do ponto de vista da
producdo de metabolitos secunddrios (MARCELLI, 2006a). Muitas delas vém sendo
utilizadas com propdsitos taxondmicos, devido a grande especificidade de ocorréncia

nesses organismos (HONDA e VILEGAS, 1998).

1.3.2 Carboidratos de Fungos Liquenizados

Os carboidratos estdo divididos em componentes de baixa e alta massa molar.
Entre os carboidratos de baixa massa molar encontram-se 0s monossacarideos
redutores (pentoses, metilpentoses, hexoses e cetoses), polidis e os oligossacarideos.
Componentes dos polidis incluem glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, manitol,
sorbitol, galactitol entre outros, e estdo relacionados com a obtencdo de energia
(GORIN et al., 1993).

Os carboidratos de alta massa molar sdo os polissacarideos, sendo as «-
glucanas e B-glucanas (lineares ou com poucas substituicdes), galactomananas e
galactoglucomananas os mais freqiientes em fungos liquenizados (GORIN et al., 1993;
OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

Os primeiros estudos a respeito de polissacarideos de fungos liquenizados
iniciaram em 1815 quando Berzelius extraiu de Cetraria islandica (“Iceland moss”)

uma glucana insolivel em 4gua fria, chamada liquenana [B-D-glucana (1—3) (1—4)]



na propor¢io de 3:7 (BERZELIUS', citado por GORIN et al., 1993). Durante o
processo de purificacdo da liquenana foi observada a presenca de uma outra glucana
solivel em dgua. Utilizando-se de processos analiticos e quantitativos, o polissacarideo
foi identificado como sendo uma o-D-glucana linear composta por ligacdes (1—3) e
(1—-4) (3:2) sendo denominada isoliquenana (CHANDA et al., 1957).

A partir destes estudos com a Cetraria islandica, em que foram isolados os
polissacarideos liquenana e isoliquenana, outros trabalhos foram realizados com o
objetivo de obtenc¢do de polissacarideos de diferentes espécies de fungos liquenizados.

Até 2001, aproximadamente 100 espécies de liquens foram investigadas quanto ao seu

conteddo de polissacarideos (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

1.3.2.1 Homopolissacarideos de fungos liquenizados

As glucanas sdo os principais homopolissacarideos encontrados em fungos
liquenizados. A maioria apresenta uma estrutura linear com a presenga de ligacOes
glicosidicas na sua configuracdo a ou [ (IACOMINI et al., 2006), sendo estas
divididas segundo o tipo de ligagdo e a proporcdo molar. As principais glucanas
observadas em fungos liquenizados estdo representadas na Tabela 1.

Outro homopolissacarideo descrito € a xilana, e por ser encontrada em baixa
concentracdo, sugere-se que sua presenca seja de responsabilidade do constituinte
fotobionte (CORRADI DA SILVA, 1992).

No basidioliquen Dictyonema glabratum, o qual se encontra associado a alga
Scytonema sp. foi observado uma [-D-xilana linear ligada (1—4) e uma B-D-manana
contendo ligagdes do tipo (1—-6) (CARBONERO et al., 2002a).

' BERZELIUS, J.J. Versuche iiber die Mischung des Islindischen Mosses und Seine Anwendung als
Nahrungsmittel. J. Chem. Phys., v.7, p.317-353,1815.



TABELA 1 - Tipos de glucanas encontradas em fungos liquenizados

Tipos de glucanas Denominacao Proporc¢ao | Caracteristicas estruturais
das ligacoes
o-D-Glucana (1—3), (1—4) | Nigerana 1:1 Linear; algumas possuem ligacdes (1—2)
1,2:1 Linear
Isoliquenana 3:1 Linear, distribuicdo irregular de ligagcdes
3,8:1 Apresenta ramificacdo em O-2 (5%)
4:1 Linear
6:1 Possuem ligagdes (1—6)
Acroscifana 2:3 Possuem ligacdes (1—6) (~ 6%)
2:5 Apresenta ramificacdo em O-3 (3%)
o-D-Glucana (1—4), (1—6) | Pululana 1:1 Linear
a-D-Glucana (1—3) Pseudonigerana Linear
B-D-Glucana (1—3) Laminarana Linear
B-D-Glucana (1—6) Pustulana Podem apresentar grupamentos O-acetil
B-D-Glucana (1—3), (1—»4) |Liquenana 1:2 Linear
1:3 Linear
3:1 Linear
3:7 Linear
B-D-Glucana (1—3), (1—6) Apresentam cadeia principal formada por
unidades de B-D-Glcp (1—-3), (1-6) ou
unidades de B-D-Glcp (1—3) ligadas;
Contém ramificacdo em O-6 (~ 20%)

1.3.2.2 Heteropolissacarideos de fungos liquenizados

Os primeiros estudos a respeito de heteropolissacarideos de fungos liquenizados
foram realizados em 1906, por ULANDER e TOLLENS® (citado por GORIN e
TACOMINI, 1984), quando detectaram manose, galactose e glucose no liquen Cetraria
islandica. Entretanto, os polissacarideos de fungos liquenizados que contém manose
foram somente descobertos em 1924 por KARRER & JOOS® (citado por GORIN e
IACOMINI, 1984), a partir de uma extracdo com agua quente do liquen Cetraria

islandica ap6s complexacdo com cobre via solucdo de Fehling. O precipitado obtido

2 ULANDER, A.; TOLLENS, B. Untersuchungen iiber die Kohlenhydrate der Flechten. Berichte der
deutschen chemischen Gesellschaft, v. 39, p. 401, 1906.

3 KARRER, J.; JOOS, B. Polysaccharide. XXX. Zur Kenntnis des Isolichenins. Hoppe Seyler’s Z.
Physiol. Chim., v. 141, p.311-315, 1924,



continha manose, galactose e glucose na propor¢do molar de 21:35:44, sugerindo uma
possivel mistura entre uma galactomanana e liquenana ou galactoglucomanana.

A partir de 1984, os trabalhos de GORIN e IACOMINI (GORIN; ITACOMINI,
1984, 1985; TACOMINI; SCHNEIDER; GORIN, 1985) representaram um grande
avanco no estudo dos heteropolissacarideos de fungos liquenizados. Em 1984 estes
autores determinaram a estrutura das galactomananas obtidas por tratamento com
solu¢do de Fehling dos extratos alcalinos da Cetraria islandica e Ramalina usnea. As
estruturas das galactomananas obtidas a partir destes liquens foram estruturalmente
diferentes. Andlises quimicas mostraram que ambas continham uma cadeia principal
de a-D-Manp ligados (1—6), entretanto, a molécula obtida de C. islandica mostrou-se
mais ramificada, com cadeias laterais de a-D-Galp e B-D-Galp ligadas em O-2 e O-4,
respectivamente, enquanto que a molécula obtida da R. usnea era menos ramificada,
com unidades de B-D-Galp ligados em O-4 as unidades de manose.

Estruturas similares foram obtidas a partir de Peltigera aphthosa, Parmelia
sulcata, Letharia vulpina, Stereocaulon paschale, Actinogyra muehlembergii e Usnea
sp., sendo a variagdo em relac@o ao grau e a seqii€éncia que estas unidades eram ou nao
substituidos nas posi¢des O-2, O-4 e/ou O-2,4 por unidades de a-D-Manp e a-D-Galp,
B-D-Galp e B-D-Galf', respectivamente (GORIN e IACOMINI, 1985).

IACOMINI, SCHNEIDER e GORIN (1985) realizaram um estudo comparativo
entre galactomananas de trés espécies do género Cladonia. Observou-se que C.
alpestris e C. confusa apresentavam galactomananas com cadeia principal o-D-Manp
ligado (1—6), sendo algumas 2-O-substituidas por unidades de a-D-Manp, 4-O-
substituidas por unidades de B-D-Galp, ou 2,4-di-O-substituidas por a-D-Manp e -D-
Galp, respectivamente, sendo que C. amaurocraea apresenta uma galactomanana com
estrutura semelhante. A espécie C. alpestris mostrou uma galactomanana diferente,
contendo cadeia principal de o-D-Manp ligado (1—2) e substituida em O-6 por
unidades B-D-Galf.

No liquen Parmotrema cetratum foi obtida uma galactoglucomanana com
cadeia principal formada por unidades de a-D-Manp ligadas (1—6) e 2-O-substituidas

por unidades de a-D-Galp, 4-O-substituidas por unidades de B-D-Galp, ou 2,4-di-O-
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substituidas por a-D-Galp e [B-D-Galp, respectivamente (CORRADI DA SILVA;
GORIN; TACOMINI, 1993). CARBONERO et al., (2005a) estudaram vdrias espécies
dos géneros Parmotrema e Rimelia, e todas apresentaram galactoglucomananas com
diferencas tipicas de espécies, apresentando cadeia principal a-Manp-(1—6), sendo
ndo substituidas ou substituidas preferencialmente em O-2 e O-4 por terminais nao
redutores de a-D-Galp e B-D-Galp, respectivamente. As galactoglucomananas de 13
espécies de Cladonia também foram estudadas, sendo as estruturas obtidas
constituidas por uma cadeia principal formada por unidades o-D-Manp-(1—6) ligadas
e o padrdo de substituicdo da cadeia principal das mesmas apresentou variacdes de
acordo com a espécie (WORANOVICZ-BARREIRA, 1999d; WORANOVICZ-
BARREIRA et al., 1999c).

Galactomananas com cadeias laterais altamente complexas foram obtidas de
Lasallia pustulata, a qual apresenta uma cadeia principal formada por unidades de a-
Manp-(1—6), parcialmente substituidas por cadeias laterais, de diferentes tamanhos,
constituidas por unidades de o-Manp-(1—-2) e Galf (PEREYRA et al., 2003).
Estruturas complexas (galactofuranomanana) também foi caracterizado no liquen
Umbilicaria mammulata (Trebouxia sp.), sendo esta formada por uma cadeia principal
de unidades de a-Manp-(1—6), sendo substituida em O-2, O-4 e O-2,4 por cadeias
laterais contendo unidades a-Manp e B-D-Galf (CARBONERO et al., 2006).

A partir de Leptogium azureum foi caracterizado uma galactomana, contendo
altos teores de manose, a qual contém uma cadeia principal a-D-Manp ligada (1—6),
altamente substituida em O-2 por terminais ndo redutores de a-D-Manp ou B-D-Galp.
As unidades de B-D-Galp substituem as unidades de a-D-Manp da cadeia principal em
O-2 e ndo em O-4, como geralmente observado (CARBONERO et al., 2003).
Estrutura similar, com alto nivel de substituicio e elevado teor de manose, foi
encontrado também para o cianoliquen Collema leptosporum (PRADO et al., 1999),
constituida de cadeia principal a-D-Manp (1—6) ligada, sendo substituida em O-2,4
por terminais ndo redutores de a-D-Manp e/ou B-D-Galp, respectivamente, sugerindo
que estas estruturas similares podem ser tipicas de fungos liquenizados da familia

Collemataceae.
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Diferente da maioria das galactomananas ja descritas, as quais contém uma
cadeia principal formada por unidades de a-Manp-(1—6), no liquen Roccella
decipiens (CARBONERO et al., 2005b) foram isolados dois heteropolimeros contendo
cadeia principal formada por unidades o-Manp-(1—4), o qual encontra-se
parcialmente substituido em O-2 por cadeias laterais de unidades de B-Galf e a-Manp
2-0 e 6-0- substituidas. Nestas estruturas, as unidades de galactose estio ligadas nas
extremidades das unidades de Manp das cadeias laterais, podendo estas estarem
presentes como B-Galf ou B-Galf 5-O-, 6-0- e 5,6-di-O- substituidas.

TEIXEIRA e colaboradores (1995) caracterizaram os heteropolissacarideos de
23 espécies diferentes de fungos liquenizados os quais estdo compreendidos em 13
géneros. De acordo com os dados obtidos, os autores classificaram os liquens, de
acordo com o padrio observado para a regido de C-1 dos espectros de RMN-"C, em 5
grupos diferentes, desta maneira, os autores sugerem que esses padroes possam ser
utilizados como uma possivel base para quimiotaxonomia (TEIXEIRA; TACOMINI;
GORIN, 1995).

Estudos comparativos utilizando polissacarideos também foram realizados com
os géneros Cladina e Cladonia. Os autores verificaram a presenca de
galactomanoglucanas semelhantes para a maioria das espécies de Cladonia (com
exce¢do da Cladonia furcata), com cadeia principal constituida de unidades de -D-
Glep (1—3) ligadas, sendo substituidas em O-2,6. As ramificagdes sdo constituidas
principalmente por B-D-Galf, B-D-Galp, B-D-Galf 6-O-substituidas, e unidades de o-D-
Manp 2-0, 4-0, 6-O e 2,3-di-O-substituidas. (WORANOVICZ-BARREIRA et al.,
1999b; WORANOVICZ-BARREIRA, 1999d). Estudos semelhantes foram realizados
para galactoglucomananas e galactomanoglucanas isoladas de trés espécies do género
Cladina, dessa maneira, os autores sugerem que a quimica destes heteropolimeros
possam auxiliar na classificacdo de espécies dos géneros Cladina e Cladonia
(CARBONERO et al., 2002b).

Em Tornabenia intricata foi isolado um heteropolissacarideo contendo apenas

manose e glucose (glucomanana) formada por uma cadeia principal de a-Manp-
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(1—-6), parcialmente substituida em O-2 e O-4 por a-Manp, a-Manp 2-O- substituidas
e, com menores quantidades, a-Glcp (TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1992).

Além dos heteropolimeros ja descritos, no basidioliquen Dictyonema glabratum
foi observado a presenca de uma xilomanana com cadeia principal contendo unidades
de a-D-manopiranose ligadas (1—3), sendo 10% nao substituida, 4-O- (10%) e 2,4-di-
O-substituida (10%) por unidades de B-D-xilopiranose (IACOMINI et al., 1987).
Recentemente foi observado um heteropolissacarideo diferente, thamnolana, isolada
do Thamnolia subuliformis, sendo uma ramnogalactofuranana com cadeia principal
constituida por B-D-Galf~(1—3), com substitui¢io em O-6, por diferentes tipos de
cadeias laterais (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

Os heteropolissacarideos descritos na literatura sdo mostrados, de maneira
geral, na Tabela 2. Nesta, pode ser observado os diferentes tipos de estruturas, sendo
as galactomananas e as galactoglucomananas as mais comumente encontradas. Estas
apresentam uma cadeia principal formada por unidades de o-Manp-(1—6),
substituidas, principalmente, em O-2, O-4 e/ou O-2,4 por unidades de a- ou B-Galp,

o-Manp, Glcp e, mais raramente, por B-Galf (Figura 2).

FIGURA 2 -  Principais estruturas observadas em galactomananas de fungos liquenizados
A B B-D-Galp C o-D-Manp
1 1
\2 \2
4 2
-a-D-Manp-(1—6)- -0-D-Manp-(1—6)- -0-D-Manp-(1—6)-
D o-D-Galp E o-D-Manp
1 1
\2 \2
2 2
-0-D-Manp-(1—6)-a-D-Manp-(1—6)- -0-D-Manp-(1—6)-
4 4
T T

1 1
B-D-Galp B-D-Galp (B-D-Galf)
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TABELA 2 — Tipos de heteropolissacarideos encontrados em fungos liquenizados

Heteropolissacarideos Composu;fl o Cadeia principal = Principais caracteristicas estruturais
Monossacaridica
Apresentam  diferentes  padrdoes de
Galact y Man.Cial.Glc./ . substituicdo principalmente em O-2, O-4
alactomananas e/ou | com proporgdes varidveis, | 24 idades de 0~ _Gal
Galactoglucomananas sendo Man e Gal sempre o-D-Manp (1-36) | efou O-2,4 por unidades de o ou B-Galp

ou o-Manp ou Glcp, mais raramente por

B-Galf.

em maior propor¢do

Substituida, principalmente, em O-2 por
Glucomanana Man: Glc (93: 07) o-D-Manp (1—6) | cadeias lateriais de a-D-Manp e menor
propor¢io de a-D-Glcp

Man:Gal Apresentam substitui¢do principalmente
Galactofuranomananas | com proporgdes varidveis | o-D-Manp (1—4) | em O-2 e O-6 por unidades de o-Manp, e
diferentes padrdes de substitui¢ao B-Galf.

Nao substituidas (10%) ou 4-O- (10%) e
o-D-Manp (1-3) | 2,4-di-O-substituidas (10%) por unidades
de B-D-Xylp

Gal:Rha:Glc:Xyl:Man:Fuc

Xilomanana (17:04:08:32:29:10)

Substituidas,principalmente, em O-2 e O-
6 sob diferentes modelos por unidades D-
Manp e D-Galp substituidas e ainda
unidades de D-Galf terminal ndo redutora

Glc: Gal: Man

Galactomanoglucanas - o
com propor¢des varidveis

B-D-Glep (1-3)

Arabinogalactomanogluc Ara:Gal:Man:Glc

ana 12:34:40:14 B-D-Glep (1-53) Apresentam substitui¢do em O-2 e O-6

por cadeias laterais altamente ramificadas

Ramnogalactofuranana Gal:Rha:Glc:Xyl:Man
(Thamnolana) 40:31:13:10:06

Apresenta substituicio em O-6 por

B-D-Galf-(1-3) diferentes tipos de cadeias laterais

14 IMPORTANCIA DA CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS
LIQUENICOS

1.4.1 Quimiotaxonomia

A identificacdo de fungos liquenizados em géneros e espécies baseia-se
tradicionalmente na anélise e descri¢cdo de caracteres morfolégicos do talo liquénico e
apotécios (NASH, 1996). Porém, a presenca de metabdlitos vem sendo utilizada como

um recurso adicional para caracterizar fungos liquenizados. A andlise quimica para
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fins taxonOdmicos, a quimiotaxonomia, faz uso de reagdes de coloracdo no talo, de
procedimentos de microcristalizacio e cromatografia, andlise por fluorescéncia e
espectrometria de massa de metabolitos secundarios (HONDA, N. K., 2006). Também
foi sugerido para essa finalidade o uso de dados de RMN de polissacarideos
(TAKAHASHI et al., 1981; GORIN et al., 1993; TEIXEIRA; TACOMINI; GORIN,
1995). Dessa maneira, os avangos das técnicas de biologia molecular em conjunto com
a caracterizagdo estrutural fina de macromoléculas, sdo uma importante ferramenta na
classificagdo taxondmica de fungos liquenizados, pois, na maioria das vezes, dados
relativos apenas a andlise morfolégica ndo elucidam a identificacio de um dado
espécime (HONDA; VILEGAS, 1998).

O estudo de polissacarideos, evidenciados por andlises quimicas e
espectroscopicas de RMN, auxiliam na taxonomia, uma vez que tanto as glucanas
quanto as galactomananas apresentam uma grande variedade de estruturas. Como as
estruturas destes polimeros mostram-se tipicas, estas podem ser utilizadas como
ferramenta na identificacdo e na taxonomia de fungos liquenizados (GORIN et al.,
1993; TEIXEIRA; TACOMINI; GORIN, 1995; WORANOVICZ-BARREIRA et al.,
1999a,b,c; CARBONERO et al., 2001, 2002b; CARBONERO, 2005).

Os polissacarideos obtidos dos diferentes fungos liquenizados apresentam um
padrdo de distribuicdo. A pustulana € caracteristica para a familia Umbilicariaceae, a
liquenana é encontrado em Parmeliaceae, nigerana e pustulana sdo as glucanas
presentes em Cladoniaceae, enquanto que nigerana, laminarana e isoliquenana sdo
caracteristicas em Ramalinaceae, sugerindo que as glucanas desempenham um
importante papel como marcadores taxondmicos para género e familia. Da mesma
maneira, os heteropolissacarideos também vém sendo utilizados na classificagdo,
podendo, em alguns casos, diferenciar entre géneros e até mesmo entre espécies

(OLAFSDOTTIR; INGOLESDOTTIR, 2001).
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1.4.2 Polissacarideos com Atividades Bioldgicas

Polissacarideos de plantas e outras fontes naturais exercem atividade
antitumoral, imunomodulatéria, anticoagulante, entre outras. Os estudos com as
atividades bioldgicas dos polissacarideos de fungos liquenizados iniciaram-se no final
da década de 60 e vdrios trabalhos tém mostrado que polissacarideos de fungos
liquenizados possuem atividades bioldgicas similares e com menor toxicidade, sendo
estes cada vez mais usados na medicina (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001;
ASSEF et al., 2002).

Virios estudos foram realizados com os polissacarideos de fungos liquenizados
isolados pelo grupo de Quimica de Carboidratos de Liquens da UFPR. Foi investigada
a atividade antitumoral de uma a-D-glucana com ligacdes (1—3) e (1—4) com relacdo
molar (3:1) (isoliquenana) do liquen Ramalina celastri, sendo demonstrado a atividade
citotoxica in vitro desta glucana nativa e modificada quimicamente por sulfatacdo,
resultando na morte celular de células tumorais (HeLa) (LEAO et al., 1997).
Continuando os estudos com esta mesma glucana in vivo, usando o tumor Sarcoma
180 (S-180), os resultados mostram que esta pode inibir o crescimento do tumor, além
de possuir atividade imunoestimulante sobre macréfagos, induzindo um aumento no
numero de células e na agcdo fagocitaria (ASSEF et al., 2002; STUELP-CAMPELO et
al., 2002).

Uma glucana B-(1—6) ligada isolada do liquen Parmotrema mantiqueirense, €
uma galactoglucomanana, isolada do liquen Cladonia ibitipocae, foram sulfatadas e
mostraram atividades anticoagulante e antritrombética, demonstrando que a
derivatizacdo quimica de polissacarideos, como a sulfatacdo, podem exibir tais
atividades (MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005a, 2005b).

Dentre as 17.000 espécies de liquens, ndo mais que 100 foram estudados quanto
aos seus polissacarideos (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001). Como na
familia Physciaceae apenas o liquen Tornabenia intricata foi estudado quanto ao seu
conteddo em polissacarideos, e a familia Parmeliaceae necessita de mais estudos neste

aspecto, pois esta é muito extensa, € devido a muito dos polissacarideos de liquens
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serem Uunicos, possuindo atividade farmacolégica e importincia taxonOmica, o
presente trabalho visa estudar os polissacarideos dos liquens Heterodermia obscurata
(familia Physciaceae) e Punctelia constantimontium (familia Parmeliaceae) dando
continuidade aos trabalhos realizados pelo grupo de Quimica de Carboidratos de

Liquens da UFPR.

1.5 CARACTERISTICAS GERAIS DOS FUNGOS LIQUENIZADOS ESTUDADOS

Neste trabalho, foram estudadas 2 espécies de fungos liquenizados quanto aos
seus componentes polissacaridicos. Estes sdo Heterodermia obscurata e Punctelia

constantimontium.

1.5.1 Heterodermia obscurata

Este fungo liquenizado pertence a classe dos Ascomicetos, ordem Lecanorales,
subordem Lecanorineae, familia Physciaceae (TEHLER, 1996), apresenta morfologia
do talo do tipo folioso e a alga verde Trebouxia como fotobionte. O género
Heterodermia consiste de aproximadamente 80 espécies, de distribui¢do tropical e
subtropical (COHEN; TOWERS, 1995), sendo cerca de 42 espécies de Heterodermia
citadas para o Brasil e 6 para o Paranda (MARCELLI, 2006b).

1.5.2 Punctelia constantimontium

Este fungo liquenizado pertence a classe dos Ascomicetos, ordem Lecanorales,
subordem Lecanorineae, familia Parmeliaceae (TEHLER, 1996). E um género
facilmente reconhecido pela presenca de pseudocifelas (pequenos poros) na superficie
superior, talo verde-acinzentado (atranorina no coértex), superficie inferior negra e

auséncia de cilios (SPIELMANN, 2005).
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Sdo conhecidas atualmente cerca de 29 espécies de Punctelia, das quais 16 sdo
citadas para o Brasil e 7 para o Parand (MARCELLI, 2006b), sendo a alga verde

Trebouxia sp. o fotobionte presente neste género.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo geral a andlise estrutural dos
polissacarideos presentes nos fungos liquenizados Heterodermia obscurata e Punctelia

constantimontium.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento do objetivo geral, t€m-se como objetivos especificos:

a) Extrair e purificar os polissacarideos dos fungos liquenizados Heterodermia
obscurata e Punctelia constantimontium;
b) Caracterizar estruturalmente os polissacarideos obtidos, utilizando técnicas

quimicas e analiticas de RMN e GC-MS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL DE ESTUDO

Os fungos liquenizados Punctelia constantimontium e Heterodermia obscurata
(Figura 3 e 4, respectivamente) foram coletados no més de maio de 2006, em troncos
de arvores situadas em drea préxima a Universidade Federal do Parand (Centro
Politécnico), Curitiba-Pr. Os fungos liquenizados foram coletados e identificados pela
Profa. Dra. Sionara Eliasaro do Departamento de Botanica da Universidade Federal do

Parana (UFPR), Curitiba-Pr.

FIGURA 3 - Foto do fungo liquenizado Punctelia constantimontium (A) vista face superior (B) vista
face inferior.
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FIGURA 4 - Foto do fungo liquenizado Heterodermia obscurata

3.2 OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.1 Extracoes

Os talos liquénicos (Punctelia constantimontium e Heterodermia obscurata)
limpos, secos e moidos foram pesados e submetidos, separadamente, a quatro

processos de extragdo, como descrito a seguir:

3.2.1.1 Extra¢do com Acetona

Os talos liquénicos foram primeiramente submetidos a sucessivas extracoes
com acetona a 50°C sob refluxo, por periodos de 6 horas (2 x). Ap6s cada extragdo, os
extratos acetOnicos foram filtrados ainda quentes e evaporados até secura em
temperatura ambiente, para que os rendimentos pudessem ser calculados. Os materiais

residuais foram submetidos ao préximo processo extrativo.
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3.2.1.2 Extracdo Etandlica

Os residuos liquénicos da extragdo anterior foram submetidos a extragdo com
etanol, sob refluxo, por 6 horas a 60°C (1 x), sendo filtrado apds extracdo. Os extratos
foram reunidos e evaporados até secura em temperatura ambiente, para calcular o

rendimento.

3.2.1.3 Extracdo Aquosa

Os materiais residuais, resultantes da extracdo etandlica, foram submetidos a
extracao aquosa, sob refluxo a 100°C, por 6 horas (3x para H. obscurata e 4x para P.
constantimontium). Apds cada etapa, o extrato aquoso foi filtrado a quente,
concentrado em rotaevaporador até pequeno volume e precipitado com etanol (3:1,
v/v), com a finalidade de separar as moléculas de alta massa molar (precipitado) dos
componentes de baixa massa molar (sobrenadante). Os precipitados etandlicos obtidos

foram dialisados em agua corrente por 48 horas e liofilizados.

3.2.1.4 Extragdo alcalina

Os residuos das extracdes aquosas foram extraidos com solu¢des aquosas de
KOH a 2% (5x para H. obscurata e 6x para P. constantimontium) e 10% (2x para
ambas as espécies), sob refluxo em banho com H,0O fervente, durante 6 horas. A esta
solucdo foi adicionado boroidreto de sédio (NaBH,) para evitar a degradagdo das
cadeias polissacaridicas. Os extratos alcalinos a 2 e 10% obtidos foram filtrados,
neutralizados com dcido acético, dialisados, concentrados em rotaevaporador e

liofilizados.
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3.3 FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos obtidos pelos processos de extracdes aquosas e alcalinas a 2
e 10% foram purificados através de diversas técnicas, como de congelamento e degelo
(GORIN; TACOMINI, 1984) e tratamento com solucdo de Fehling (JONES;
STOODLEY, 1965). A purificacdo foi acompanhada pelo perfil de eluicao obtido por
meio de andlises de HPSEC-MALLS.

3.3.1 Separacdo dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

As fracOes obtidas através das extragdes aquosas e alcalinas foram submetidas,
separadamente, ao processo de purificacdio por congelamento e degelo (GORIN;
IACOMINI, 1984). Cada fracdo foi solubilizada em dgua destilada e submetida ao
processo de congelamento e posterior degelo a temperatura ambiente, centrifugacao
(8500 rpm, 20 min, 25°C), resultando em fracdes soliveis (sobrenadante) e insoldveis
em agua fria (precipitado). Este processo de purificacdo foi repetido diversas vezes, até

que os sobrenadantes aquosos ndo apresentassem mais precipitado.

3.3.2 Purificacdo dos Polissacarideos com Solucdo de Fehling

Os sobrenadantes do processo de congelamento e descongelamento foram
submetidos a purificacdo com solucdo de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965). Esta
solucdo € preparada a partir de outras duas (A e B), sendo a solugdo A composta por
tartarato de potdssio e KOH, enquanto que a B consiste de sulfato de cobre.

A fracdo sobrenadante, que foi dissolvida em volume de dgua suficiente para
solubiliza-la, adicionou-se igual volume da solucdo de Fehling: A+B (1:1) e apods
vigorosa agitacdo manual, o material foi mantido sob refrigeragdo por 12 horas.

Os precipitados e os sobrenadantes foram separados por centrifugacdo (9000
rpm, 15 min, 25°C), neutralizados com &cido acético (HOAc) e dialisados contra dgua

corrente (~ 48 horas). Apos a didlise, ambos foram tratados com resina catiOnica
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(Dowex 50x8, forma Na") com o objetivo de retirar o cobre, e novamente dialisados.
Em seguida, os materiais foram concentrados sob pressdo reduzida, congelados e

liofilizados, e seus rendimentos calculados.

3.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS

3.4.1 Composicdo Monossacaridica

A composi¢do monossacaridica dos polissacarideos foi realizada em GC-MS
ap6s hidrodlise, reducdo e acetilacdo. Os monossacarideos foram identificados pelos

seus respectivos valores de tr (tempo de retencdo) e perfis de fragmentacao.

3.4.1.1 Hidrélise Acida Total

Amostras de polissacarideos de aproximadamente 1 mg foram tratadas com 1,0
ml de TFA (acido trifluoroacético) 2 M, durante 8 horas a 100°C ou TFA 1 M a
100°C, overnight (12-15h). Apds este tempo, o acido foi eliminado das amostras
hidrolisadas por evaporacdo a secura, sendo em seguida, submetidas a reducdo e

acetilagdo.

3.4.1.2 Reducdo e Acetilacdo dos Produtos de Hidroélise

Os produtos de hidrélise foram reduzidos com NaBH, (boroidreto de sédio) ou
NaB2H4 (boroidreto de sddio deuterado) (WOLFROM; THOMPSON, 1963a) em
temperatura ambiente, pH 9-10, por 15 horas. Apds este periodo, os materiais foram
neutralizados (pH 7,0) com resina catidnica (forma H"). A solugio foi filtrada em
algodao e levada a secura em rotaevaporador. O 4cido bérico formado foi eliminado na
forma de borato de trimetila, por meio de co-evaporacdo com metanol.

Os alditdis formados foram acetilados com anidrido acético e piridina (1:1, v/v),

overnight, a temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). A reacdo foi
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interrompida pela adicdo de gelo e os acetatos de aldit6is formados foram extraidos
com cloroférmio. A piridina residual, ainda presente na fracdo cloroférmica, foi
removida por complexacdo com sulfato de cobre 5%. Apds completa remocdo da
piridina, o cloroférmio foi evaporado e os acetatos de alditol analisados por GC-MS

(Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa).

3.4.2 Metilacao dos Polissacarideos

As fracdes polissacaridicas que se mostraram puras foram metiladas pelo
método de CIUCANU e KEREK (1984) e/ou HAWORTH (1915).

No primeiro método, a amostra (2-5 mg) a ser analisada foi dissolvida (1%, p/v)
em dimetilsulféxido (Me,SO), e ap6s foi adicionado hidréxido de sédio (NaOH) seco
e triturado (4:1 NaOH:carboidrato). A solucdo foi mantida sob agitacdo e, entdo, foi
adicionado  iodeto de  metila (CH3I) na  proporcdo  recomendada
(CH3I/NaOH/carboidrato 1:200:50). Apds 24 horas, a amostra foi neutralizada com
HOAC, dialisada exaustivamente contra agua corrente, liofilizada e o processo foi
repetido novamente. Terminada a metilacdo por este método, foi realizada a extracdo
dos produtos per-O-metilados com CHCl;.

No segundo método, os polissacarideos (10-20 mg) foram primeiramente
tratados com boroidreto de sédio (pH 9-10), dialisados contra dgua corrente e
liofilizados. Apds foram solubilizados em 3 ml de uma solu¢do de NaOH 40% (p/v),
mantidos sob agitacio magnética constante e adicionados 0,5 ml de dimetilsulfato
(DMS), por 6 vezes. O material foi deixado sob agitacdo overnight, sendo o processo
repetido novamente.

Os polissacarideos parcialmente O-metilados foram hidrolisados com H,SO,
50% (v/v; 0,5 ml) por 1 hora a 0°C, seguido por dilui¢do até 5,5% (v/v; adi¢ao de 4,0
ml de 4dgua destilada), sendo entdo mantido a 100°C por um periodo de 12-18 horas,
seguido por neutralizacdo com BaCO; (SAEMAN et al., 1954). Em seguida, estes

materiais foram derivatizados de acordo com o item 3.4.1.2 e analisados por GC-MS.



25

3.4.3 Dosagem de 4cidos urdnicos dos heteropolissacarideos

A dosagem de 4cido urdnico foi realizada pelo método colorimétrico descrito
por FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991). Em 400 pl de amostra foram adicionados
40 ul de uma solucdo de dcido sulfamico-sulfamato de potdssio 4 M (pH 1,6), e 2,4 ml
de solucdo de tetraborato de s6dio 75 mM, em H,SO, concentrado. Apds aquecimento
em banho com H,O fervente por 20 min, esta mistura foi resfriada e adicionados 80 1
da solu¢do de m-hidroxi-bifenil (Sigma) a 0,15% em NaOH 0,5% para a produ¢do do
complexo colorido.

A coloragdo, estavel até 1 hora apds sua formacdo, foi lida em 525 nm. A
quantificacdo foi realizada com o auxilio de uma curva padriao de 4cido glucurdnico

(Sigma) dentro da sensibilidade do método (0,97 a 38,8 ug de acido urbnico).

3.4.4 Carboxi-reducio do heteropolissacarideo de P. constantimontium

O processo de carboxi-reducdo foi realizado segundo TAYLOR e CONRAD
(1972). O polissacarideo (200 mg) foi dissolvido 3ml de tampao MES [4cido 2-(N-
morfolina)-etanosulfonico] (0,2 M) e a este se adicionou, pouco a pouco e sob
agitacdo, 385 mg de carbodiimida [ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil) carbodiimida]. A
mistura de reagdo ficou sob agitacdo por duas horas. Decorrido este tempo, o pH foi
ajustado para 7,0 pela adi¢do de tampao TRIS/HCI (2 M, pH 7,0; 1 ml). A amostra foi
entdo reduzida com NaBH, ou NaB2H4 até uma concentragdo final de 2 M, durante 16
h, e depois foi neutralizada com 4cido acético (HOAc). Finalmente, o material foi
dialisado em membrana com limite de exclusdo de 8 kDa durante 48 horas,
concentrado e liofilizado. O processo de carboxi-reducdo foi novamente realizado,

sendo posteriormente analisado por espectroscopia de RMN e metilacao.

3.4.5 Hidrolise Acida Parcial

A glucomanana e a galactogluicomanana (~ 100mg) obtidas do fungo

liquenizado H. obscurata e P. constantimontium, respectivamente, foram submetidas a
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hidrdlises acidas parciais com H,SO,4 0,16 M, por 4, 6 e 10 h. Decorrido o tempo, as
solucdes, separadamente, foram dialisadas em membranas com limite de exclusio de 2
kDa e entdo liofilizadas. Uma amostra (2mg) foi hidrolisada e seus monossacarideos
analisados quanto aos seus derivados acetatos de alditol, por GC-MS. O restante foi

examinado por RMN-"C e metilagio.

3.5 METODOS ANALITICOS

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

As andlises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
foram realizadas utilizando um cromatégrafo a gds VARIAN, modelo 3.300, acoplado
a um espectrometro de massa de marca FINNIGAN MAT, modelo ITD 800, e Varian
Saturn 2000R, ambos equipados com colunas capilares de silica fundida (30m x 0,25
mm d.i.) revestidas DB-225 e DB23. As injecdes nas colunas foram feitas partindo-se
de 50°C (mantida por 1 minuto), seguindo-se um aumento gradual de 40°C.min"', até
215°C (acetatos de aldit6is parcialmente O-metilados), ou 220°C (acetatos de aldit6is),
sendo mantida constante até o final da andlise. Hélio ultra puro foi utilizado como gas

de arraste, a um fluxo de 1,0 ml.min’.

3.5.2 Cromatografia de exclusdo estérica acoplada a deteccdo por indice de refracio e

espalhamento de luz (HPSEC-MALLS)

As amostras foram solubilizadas em solucdo de nitrito de sédio (0,1 mol-1"
contendo azida de sédio (NaN3) 0,2 g-l-l, para uma concentracdo final de 1 mg-ml'l,
sendo filtradas através de membrana de acetato de celulose com tamanho de poro
equivalente a 0,22 um. Em seguida, as amostras foram aplicadas em cromatégrafo de
exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC) Waters equipado com detector de indice de
refracdo diferencial, modelo Waters 2410, e com detector de espalhamento de luz em
multidngulos Wyatt technology, modelo DAWN DSP-F. Foram utilizadas, em série, 4

colunas de gel permeacdo Waters com limites de exclusdo de 1 x 106, 4 x 105, 8 x 104,
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5 x 10°. O eluente utilizado foi uma solucdo de nitrito de sédio (NaNO2) 0,1 mol-1"!
contendo azida de s6dio (NaN3) 0,2 g~l'1, com fluxo de 0,6 ml min'l, monitorado por

bomba peristéltica Waters 515.

3.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras de polissacarideos foram solubilizadas em 4gua deuterada (D,0)
ou dimetilsulféxido deuterado (Me,SO-d;) e analisadas em tubos de quartzo de 20 cm
de comprimento por 5 mm de didmetro interno. Os experimentos de °C e "H, mono e
bidimensionais foram realizados em um espectrometro Bruker, modelo Advance DRX
400 MHz. A temperatura de cada andlise foi estabelecida de acordo com a solubilidade
de cada amostra.

Os deslocamentos quimicos das amostras soliveis em D,O foram expressos em
O (ppm) relativos aos sinais de BC e 'H da acetona em & 30,20 e 2,22,
respectivamente, e aos sinais do Me,SO-ds em 9, 39,70 (13C) e 2,40 (1H), para as

amostras soluveis no mesmo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente pesquisa foram estudadas duas espécies de fungos liquenizados,
Punctelia constantimontium e Heterodermia obscurata, quanto aos seus componentes
polissacaridicos.

Conforme descrito anteriormente na se¢do Material e Métodos, para cada
espécie de fungo liquenizado realizou-se os processos de extracdo e purificacao, sendo
adotadas as siglas HO para H. obscurata e PC para P. constantimontium (Figura 5). Os
fungos liquenizados estudados foram deslipidificados e submetidos aos procedimentos

de extragdes e purificagdes dos carboidratos de alta massa molar.

4.1 DESLIPIDIFICACAO E EXTRACAO ETANOLICA

O talo liquénico dos fungos liquenizados Punctelia constantimontium (53,0 g) e
Heterodermia obscurata (30,3 g), ap6s triturados, foram submetidos a extracdes com
acetona (2 x). Os extratos acetdonicos apresentaram um rendimento de 12,2% para o
fungo liquenizado H. obscurata e de 11,4% para P. constantimontium, como mostra a

tabela 3. Esses extratos foram reservados para avaliagdes posteriores.

TABELA 3 - Rendimento das fracdes obtidas das extra¢cdes dos fungos liquenizados H. obscurata e
P. constantimontium.

. Rendimento (em g%) D
FRACOES
H. obscurata P. constantimontium

Extrato acetdnico 12,2 11,4
Extrato etandlico 3,9 5,1
Extrato aquoso 4,0 12,1
Extrato alcalino 2% 26,0 24,2
Extrato alcalino 10% 4,0 3,6

(1) Rendimento calculado com base no peso seco do fungo liquenizado (H. obscurata, 30,3g e P.
constantimontium,53,0 g).
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FIGURA 5 — Fluxograma de extracdo e purificagdo dos polissacarideos dos fungos liquenizados
Heterodermia obscurata e Punctelia constantimontium.
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(1) Liquens: Heterodermia obscurata-HO (30,3g) e Punctelia constantimontium-PC (53,0g)
(2) Extracdo aquosa: 3 x para H. obscurata e 4 X para P. constantimontium
(3) Extragao alcalina 2%: 5 x para H. obscurata e 6 x para P. constantimontium
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Os materiais residuais foram posteriormente extraidos com etanol para obten¢dao
de carboidratos de baixa massa molar. Os rendimentos dessa extra¢do foram de 3,9% e
5,1% para H. obscurata e P. constantimontium, respectivamente (Tabela 3).

Os extratos etandlicos obtidos foram acondicionados e reservados para

investigacdes posteriores.

4.2 EXTRACOES AQUOSAS E ALCALINAS

O material deslipidificado foi submetido a sucessivas extragdes aquosas e
alcalinas (solucdo aquosa de hidréxido de potdssio a 2% e 10%) com a finalidade de
extrair os polissacarideos. Primeiramente, foram realizadas extracdes aquosas sob
refluxo em banho com &gua fervente (3 x para H. obscurata e 4 x para P.
constantimontium), sendo os polissacarideos extraidos recuperados por precipitacdo
etandlica (3:1, v/v) e os precipitados etandlicos dialisados contra 4gua corrente,
originando as fracoes W-HO e W-PC, para H. obscurata e P. constantimontium,
respectivamente (Figura 5).

Os materiais residuais (Residuo III) obtidos apds extracdes aquosas foram
submetidos a extracdes alcalinas com solu¢do de KOH 2%, com adi¢do de boroidreto
de sédio (NaBH,), sob refluxo em banho com 4dgua fervente, durante 6 horas (5 x para
H. obscurata e 6 X para P. constantimontium). O mesmo procedimento foi realizado
com solu¢do aquosa de KOH a 10% durante 6 horas (2 x). Os extratos alcalinos a 2% e
10% (K2-HO, K2-PC, KI10-HO e KIOPC) obtidos foram, separadamente,
neutralizados com &cido acético glacial (HOACc), dialisados contra dgua corrente e
liofilizados.

Pode-se observar que em ambos os liquens, o maior rendimento obtido foi para
a extracdo alcalina a 2% (Tabela 3), sendo os rendimentos das extracdes aquosas e
alcalinas (2% e 10%) de 4,0%, 26,0% e 4,0% para H. obscurata e 12,1%, 24,2% e

3,6% para P. constantimontium, respectivamente.
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4.3 FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

Os extratos obtidos, de ambos os fungos liquenizados, a partir das extragdes
aquosas (W-HO e W-PC) e alcalinas a 2% (K2-HO, K2-PC) e 10% (K10-HO e K10-
PC) foram, separadamente, ressuspendidos em &4gua, congelados e entdo
descongelados a temperatura ambiente (purificagdo por congelamento e degelo),
resultando em fracdes insoldveis (PW-HO, PW-PC, PK2-HO, PK2-PC, PK10-HO e
PK10PC) e soldveis em dgua fria (SW-HO, SW-PC, SK2-HO, SK2-PC, SK10-HO e
SK10PC) (Figura 5).

As fracdes sobrenadantes do processo de gelo/degelo foram submetidas ao
processo de purificacdo por precipitacdo com solugdo de Fehling (2 x), resultando na
formacdo de precipitados (PFW-HO, PFW-PC, PFK2-HO, PFK2-PC, PFK10-HO e
PFK10-PC) e sobrenadantes de Fehling (SFW-HO, SFW-PC, SFK2-HO, SFK2-PC,
SFK10-HO e SFK10PC) (Figura 5).

4.4 POLISSACARIDEOS DA FRACAO PRECIPITADO CONGELAMENTO/
DEGELO

As fracdes insoliveis em dgua fria, obtidas do processo de congelamento-
degelo (PW-HO, PW-PC, PK2-HO, PK2-PC, PK10-HO e PK10-PC) de ambos os
fungos liquenizados foram avaliadas quanto aos seus respectivos rendimentos e as suas
composi¢des monossacaridicas. Estas apresentaram glucose como principal
componente monossacaridico (Tabelas 4 e 5), indicando a presenca de glucanas
insoluveis em 4gua fria nestas fracdes, porém provavelmente contaminadas com

polissacarideos da fragcdo solivel em dgua fria.
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TABELA 4 — Composi¢do monossacaridica e rendimento das fragdes precipitado gelo/degelo obtidos
a partir de extragdes aquosas, alcalinas a 2% e 10% do fungo liquenizado H. obscurata.

~ a Monossacarideos (mol %) ?
FRACOES (8%) Man Gal Glc
PW-HO 0,7 12,3 5,3 824
PK2-HO 53 15,3 8,4 76,3
PK10-HO 0,9 14,5 8,1 77,4
PPG/D-HO 0,6 14 1,2 97,4

(1) Rendimento em relacéo ao peso seco do fungo liquenizado (30,3g).
(2) Analisado em GC-MS apés hidrélise 4cida total, reducdo (NaBH,) e acetilagdo.

TABELA 5 — Composi¢do monossacaridica e rendimento das fragdes precipitado gelo/degelo obtidos
a partir de extragdes aquosas, alcalinas a 2% e 10% do fungo liquenizado P.
constantimontium,

~ ) Monossacarideos (mol%)
FRACOES &%) Man Gal Glc
PW-PC 2,4 5,9 5,6 88,3
PK2-PC 3,5 17,6 14,5 67,8
PK10-PC 1,5 15,5 12,4 72,1
PPG/D-PC 1,9 1,6 1,3 97,1

(1) Rendimento em relagdo ao peso seco do fungo liquenizado (53,0 g).
(2) Analisado em GC-MS ap6s hidrélise 4cida total, reducdo (NaBH,) e acetilagdo.

Os espectros de RMN-"C das fracbes PW obtidas para ambos os fungos
liquenizados, H. obscurata e P. constantimontium (Figura 6 A e B, respectivamente),
foram similares e apresentaram 11 sinais caracteristicos de uma a-glucana, alternada,
com ligagdes (1—3) e (1—4). Esta similaridade também pode ser observada para as
fracdes precipitados de gelo/degelo obtidas a partir de extragdes alcalinas (PK2 e
PK10), desta maneira estas fracdoes foram reunidas, resultando nas fracoes PG/D-HO e

PG/D-PC, para H. obscurata e P. constantimontium, respectivamente.
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FIGURA 6 — Espectros de RMN-"C das fracdes precipitado de congelamento e degelo (PW) obtidas
de Punctelia constantimontium (A) e Heterodermia obscurata (B).
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Com a finalidade de eliminar possiveis contaminantes, as fracdes PG/D-HO e
PG/D-PC foram submetidas a mais um processo de purificacdo, que consistiu,
primeiramente, na solubiliza¢do das fracdes em KOH 2%, sob refluxo em banho com
agua fervente por 2 horas, sendo estas neutralizadas e entdo tratadas com acido acético
(HOAc) a 4%, sob refluxo a 80°C por 30 minutos. Este processo resultou na formacao
de fracdes insoldveis e soldveis em dcido acético, as quais foram neutralizadas e
dialisadas contra dgua corrente (~ 48 h). Apds didlise, as fragdes soliveis em 4cido
acético foram submetidas a um novo processo de congelamento e degelo, originando
fracdes soluveis (SPG/D-HO e SPG/D-PC) e insoluveis em dgua fria (PPG/D-HO e
PPG/D-PC) (Figura 5).

Como pode ser observado (Tabelas 4 e 5), este procedimento foi eficiente para a

obtencdo de glucanas purificadas (PPG/D-HO e PPG/D-PC), pois o conteido de
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glucose, apds o tratamento, aumentou para ~ 97% para ambas fracdes, além de melhor
definicio nos sinais observados no espectro de RMN-"C (Figura 7 A e B,

respectivamente ).

FIGURA 7 — Espectro de RMN-"C da fracio PPG/D obtida de Heterodermia obscurata (A) e
Punctelia constantimontium (B).
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Os espectros de RMN-"C foram comparados com os dados da literatura
(YOKOTA et al., 1979; WORANOVICZ-BARREIRA et al., 1999a; CARBONERO et
al., 2005c) e foi possivel assinalar todos os carbonos (Tabela 6). O sinal na regido de
carbono anomérico em & 100,8 foi atribuido ao C-1 das unidades de o-Glcp 4-O-
substituidas enquanto que o sinal & 99,8 corresponde ao C-1 das unidades de o-Glcp
3-O-substituidas, sendo confirmado pelos sinais em & 79,5 e 82,8 referente ao C-4 e
C-3 das unidades de Glcp 4-O- e 3-O-substituidas, respectivamente. Os sinais em 0

72,4, 69,9 e 71,0 correspondem ao C-2, C-4 e C-5 das unidades 3-O-substituidas, e
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com relac@o as unidades 4-O-substituidas, os sinais & 71,1, 73,2 e 73,6 correspondem
ao C-2, C-3 e C-5, respectivamente. O sinal 8 60,9 refere-se ao C-6 nio substituido das
unidades de Glcp 4-O-substituidas, e em & 60,5 ao C-6 ndo substituido das unidades 3-
O-substituidas. A configuracdo o, bem como os sinais referentes as substituicdes em
0-3 e O-4 sugerem a presencga de glucanas com ligacdes (1—3) e (1—4) nas fragdes

insoluveis em dgua fria obtidas a partir dos liquens estudados.

TABELA 6 — Deslocamentos quimicos de "*C obtidos da a-D-glucana isolada de H. obscurata e P.
constantimontium.

130 a-D-Glcp
3-O-substituido 4-O-substituido

C-1 99,8 100,8
C-2 72,4 71,1
C-3 82,8 73,2
C-4 69.9 79,5
C-5 71,0 73,6
C-6 60,5 60,9

Os resultados de metilacio (PPG/D-HO e PPG/D-PC) obtidos concordaram
com as andlises espectroscopicas, sendo possivel observar a presenca de unidades de
glucose 3-0O- (2,4,6-Me;Glc) e 4-O- substituidas (2,3,6-Me;Glc) (Tabela 7). Embora
os espectros de RMN-"C destas fracdes sejam similares, através dos dados de
metilacdo pode ser observado que a relacdo molar entre as ligacdes do tipo (1—3) e
(1—>4) foi diferente entre os liquens estudados, sendo de 1,3:1 para P.

constantimontium e de 1,07:1 para H. obscurata.
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TABELA 7 - Andlise por metilacdo da glucana isolada na fragdo precipitado gelo/degelo PPG/D-HO e

PPG/D-PC
Acetatos de alditdis Proporcio relativa (%)
arcialmente Tipo de Ligacio @
o indos PPG/D-HO PPG/D-PC po de Ligac
H. obscurata P.constantimontium

2,3,4,6-Me,Glc 0,9 1,6 Glcp-(1—

2,4,6-Me;Glc 51,4 56,5 —3)-Glep-(1—

2,3,6-Me;Glc 47,7 41,9 —4)-Glep-(1—

(1) Analisado em GC-MS ap6s metilacdo, hidrélise dcida total, reducdo (NaB’H,) e acetilacdo.
(2) Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

De acordo com os dados obtidos, a fracdo insolivel em dgua fria obtida a partir
dos liquens estudados, H. obscurata e P. constantimontium, consiste em uma O-D-
glucana contendo, alternadamente, ligacdes do tipo (1—3) e (1—4), numa relacdo

molar de 1,07:1 e 1,3:1, respectivamente, sendo denominadas de nigeranas (Figura 8).

FIGURA 8 — Estrutura proposta para nigerana obtida por precipitado gelo/degelo H. obscurata e P.
constantimontium

[—3)-0-D-Glcp-(1—4)-a-D-Glep-(1-3)-0-D-Glcp-(1—4)-a-D-Glep-(1- ],

As nigeranas com relacdo molar de 1:1 sdo polissacarideos amplamente
conhecidos em fungos liquenizados, como na Familia Cladoniaceae (WORANOVICZ-
BARREIRA et al., 1999a; CARBONERO et al., 2002b) e Ramalinaceae (STUELP et
al., 1999; CORDEIRO et al., 2003). Na familia Parmeliaceae, a maioria das nigeranas
descritas também apresentam relacdo molar de 1:1, como aquelas dos géneros

Parmotrema e Rimelia (CARBONERO et al., 2005c) e em algumas espécies de
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Parmelia (OLAFSDOTTIR,; INGOLFSDOTTIR, 2001). Por outro lado, hd excecdes,
como no liquen Letharia vulpina (familia Parmeliaceae), onde a relacio molar
encontrada foi de 1,2:1 (JACOMINI et al., 1988).

Com relagdo a nigerana com relagdo molar de 1,3:1 encontrada em P.
constantimontium, estrutura similar foi encontrada apenas para o liquen da familia

Parmeliaceae, Parmelia saxatilis (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

4.5 POLISSACARIDEOS DA FRACAO PRECIPITADO DE FEHLING (PF)

4.5.1 Polissacarideo do Fungo Liquenizado Heterodermia obscurata

Os precipitados de Fehling (PFW-HO, PFK2-HO e PFK10-HO) obtidos a partir
das extracdes aquosas e alcalinas (KOH a 2% e 10%) de Heterodermia obscurata
mostraram-se similares, contendo manose e glucose como principais componentes
monossacaridicos (Tabela 8). Os espectros de RMN-"C dessas fracdes (PFK2-HO,
PFK10-HO e PFW-HO) também apresentaram-se similares (Figura 9 A, B e C,
respectivamente), indicando possuirem o mesmo heteropolissacarideo. Devido ao
maior rendimento da fracdo PFK2-HO, as andlises complementares foram realizadas

com esta fracdo, a qual apresentou perfil de eluicio homogéneo quando analisada por

HPSEC-MALLS (Dado ndao mostrado).

TABELA 8 — Composi¢ao monossacaridica e rendimento das fracdes precipitado de Fehling do fungo
liquenizado H. obscurata.

Rendimento Monossacarideos (mol%)
Fracoes W
(g%) Man Gal Glc
PFW-HO 0,6 77,5 6,0 16,5
PFK2-HO 8,2 81,7 - 18,3
PFK10-HO 0,2 76,2 5,8 18,0

(1) Rendimento em relacdo ao peso seco do liquen (30,3g).
(2) Analisado em GC-MS ap6s hidrdlise dcida total, redugao e acetilaco.
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Os espectros de RMN-"C (Figura 9) e HMQC (Figura 10) desta fracdo
apresentaram sinais na regido anomérica que correspondem aos C-1/H-1 das unidades
de o-D-Manp ligadas-(1—4) e terminais nio redutores de oa-D-Manp (& 102,0/5,09),
terminal nio redutor de a-D-Glcp (8 100,1/5,32) e de unidades de o-D-Manp da cadeia
principal 2,6-di-O-substituida (098,7;98,5;98,4/5,12) (TEIXEIRA; ITACOMINI;
GORIN, 1992). Observa-se, na analise de HMQC (Figura 10), que os valores de H-1
das unidades de manose e glucose possuem sinais anoméricos em campo baixo,
caracterizando ligacdes do tipo a.

As configuragdes glicosidicas foram confirmadas pelos valores de constante de
acoplamento Jcy; observadas no espectro de HMQC acoplado (Figura 11). As
unidades de Manp ligadas-(1—4) e terminais ndo redutores de D-Manp (8 102,0), as
unidades terminais nao redutoras de Glcp (6 100,1), além das unidades de manose da
cadeia principal 2,6-di-O-substituidas (& 98,7;98,5;98,4) apresentam configuragdo do
tipo a em virtude do valor Jc g1 = 174,3 Hz para o primeiro sinal e 173,8 Hz para os
demais sinais observados (PERLIN; CASU, 1969).

Outros sinais também puderam ser atribuidos e assinalados de acordo com
alguns ja descritos e caracterizados por outros autores (TEIXEIRA; IACOMINI;
GORIN, 1992), como aqueles em & 78,7, 78,5, 78,3 ¢ 78,1 correspondentes ao C-2 das
unidades de a-Manp 2,6-di-O-substituidas, bem como o correspondente ao C-4 das

unidades de a--Manp 4-O-substituidas (& 75,7) (Figura 9).
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FIGURA 9 — Espectro de RMN-"’C das fracdes do precipitado de Fehling, PFK2 (A) PFK10 (B) PFW
(C), obtidas de Heterodermia obscurata, em D,0 a 70°C.
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FIGURA 10 — Espectro 2D 'H, "C HMQC da fracio precipitado de Fehling (PFK2; glucomanana)
obtida de Heterodermia obscurata (D-0, 70°C).
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FIGURA 11 - Regido anomérica do espectro de HMQC acoplado da fragcdo precipitado Fehling
(PFK2; glucomanana) obtida da Heterodermia obscurata (em D,0, 70°C).
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O sinal de *C em & 66,0 refere-se ao C-6 substituido das unidades de Manp
2,6-O-substituidas e os sinais & 61,2 e 60,8 ao C-6 ndo substituido dos terminais nao
redutores de Manp, Glcp e unidades de manose 4-O-substituidas. Esses resultados

foram confirmados por DEPT (Figura 12) através da inversao dos respectivos sinais.
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FIGURA 12 — Espectro de DEPT da fracdo precipitado de Fehling (PFK2; glucomanana) obtida de
Heterodermia obscurata, em D,0 a 70°C.
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A andlise de metilacdo confirmou os resultados apresentados pelos espectros de
RMN, a qual, baseada nos acetatos de alditdis parcialmente O-metilados (Tabela 9),
indicou uma estrutura polissacaridica bastante ramificada, contendo unidades de Manp
(18,2%) e Glcp (19,8%) como terminais nao redutores. Além disso, também foram
observados os derivados 3,4-Me,Man (42,4%) e 2,3,4-MesMan (3,8%)
correspondentes as unidades da cadeia principal, a qual € constituida por unidades de
a-Manp (1—6) ligadas, sendo a maioria substituidas em O-2. Unidades de a-Manp-
(1—>4) também foram observadas, devido a presenca do derivado 2,3,6-Me;Man

(12,7%), possivelmente fazendo parte da cadeia lateral.
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TABELA 9 - Andlise por metilacdo da fragdo precipitado de Fehling (PFK2; glucomanana) obtida de
Heterodermia obscurata e de suas subfragcdes obtidas por hidrdlise parcial.

Acetatos de alditois

Fracao (mol %)

parcialmente O- PFK2- Tipo de ligagﬁo(z)
metilados” PFK2 PFK2-HP4  PFK2-HP6 HPLO
2,3.4,6-Me,Man 18,2 21,0 242 26,7 Manp-(1—
2,3.4,6-Me,Glc 19,8 4.8 2,9 1.9 Glep-(1—
3,4,6-Me;Man 1,9 2,3 2,2 2,7 —2)-Manp-(1—
2,3,6-MesMan 12,7 2,6 2,1 1,2 —4)-Manp-(1—
2,3,4-Me;Man 3,8 28,6 29.3 43,5 —6)-Manp-(1—
2,3-Me,Man 1,2 0,9 1.3 1,0 —4.6)-Manp-(1—
3,4-Me,Man 42,4 39,8 37,8 22,9 —2,6)-Manp-(1—

(1) Analisado em GC-MS ap6s metilacio, hidrélise 4cida total, reducio (NaB”H,) e acetilagdo.
(2) Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

Com a finalidade de verificar a cadeia principal deste polissacarideo, 0 mesmo

foi submetido a hidrélise 4cida parcial, de acordo com a metodologia descrita na se¢ao
Material e Métodos, item 3.4.5. Os materiais resistentes as hidrdlises acidas parciais,
apds didlises em membrana com limite de exclusdo de 2 kDa, foram denominadas
PFK2-HP4, PFK2-HP6 e PFK2-HP10 referentes aos tempos de hidrélise de 4, 6 e 10
horas, respectivamente. Estas fracdes foram analisadas quanto a sua composi¢cdo
monossacaridica (Tabela 10), e pode ser observado um aumento significativo da
quantidade de manose, bem como reducdo no percentual de glucose.

TABELA 10 — Composi¢do Monossacaridica da Fracdo PFK2-HO e suas subfragdes apds hidrélises
dcidas parciais do fungo liquenizado Heterodermia obscurata.

Monossacarideos (mol %) @

FRACOES Man Gle
PFK2-HO 81,7 18,3
PFK2-HP4 94,7 5,3
PFK2-HP6 95,2 4,8
PFK2-HP10 95,7 4,3

(1) Analisado em GC-MS ap6s hidrdlise dcida total, redugao e acetilaco.
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Andlises de metilagdo das fragcdes PFK2-HP4, PFK2-HP6 e PFK2-HP10
(Tabela 9), mostraram um aumento do derivado 2,3,4-MesMan, sugerindo uma cadeia
principal constituida de unidades de manose (1—6)- ligadas. Além disso, também foi
observado um decréscimo dos derivados 3,4-Me,Manp (o qual tornou-se o derivado
2,3,4-MesMan da cadeia principal) e 2,3,4,6-Me,Glcp, indicando a remog¢do das
unidades terminais ndo redutoras de glucose, as quais possivelmente possam estar
substituindo as unidades de manose da cadeia principal em O-2.

Os espectros de RMN-"C destas fracdes, PFK2-HP4 e PFK2-HP10 (Figura 13
B e C, respectivamente), apresentaram sinais de C-1 correspondentes aos terminais
nao redutores de a-D-Manp (8 102,0), unidades de a-D-Manp da cadeia principal 6-O
(8 99,7) e 2,6-di-O-substituida (6 98,5) (TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1992).

Também pode ser observado nestes espectros, a auséncia dos sinais em 8 100,1
e 75,7 atribuido ao C-1 dos terminais nao redutores de a-D-Glcp e ao C-4 das unidades
de Manp 4-O-substituidas, respectivamente, bem como a presenca do sinal de C-1 (&
99,7) das unidades de Manp (1—6) ligadas, referentes a cadeia principal, e a reducdo
da intensidade dos sinais de C-2 substituidos (0 78,6 ¢ 78,4) das unidades de a-D-
Manp a medida que aumenta o tempo de hidrélise. O sinal & 94,2 corresponde aos
terminais redutores de manose.

Estes dados estdo de acordo com aqueles obtidos por andlises de metilacdo
(Tabela 9), onde foi possivel observar a remocdo das unidades de glucose e das
unidades de manose 4-O-substituidas, além do aumento do percentual do derivado

correspondente as unidades da cadeia principal (2,3,4-Me3Man).
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FIGURA 13 — Espectros de RMN-"C das fra¢des PFK2-HO (nativa) (A), PFK2-HP4 (B) e PFK2-

HP10 (C), em Me,SO-ds a 70°C.
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Os sinais de *C em & 66,3, 66,0 e 65,6 referem-se ao C-6 substituido de o-D-
Manp da cadeia principal e o sinal 8 61,2 ao C-6 ndo substituido dos terminais ndo
redutores de Manp, Glcp e unidades de manose 4-O-substituidas. Esses dados foram

confirmados através da inversdo dos respectivos sinais no experimento DEPT (Figura

14).

FIGURA 14— Espectro de RMN-">C-DEPT para HP10-HO, em Me,SO-d, a 70°C.
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A partir dos dados obtidos, as fragdes precipitados de Fehling (PFW-HO,
PFK2-HO e PFK10-HO) mostram resultados consistentes que sugerem uma
glucomanana altamente ramificada, com uma cadeia principal composta por unidades
de o-D-Manp ligadas-(1—6), sendo a maioria substituidas em O-2, principalmente,
por unidades terminais ndo redutoras de a-D-Glcp, a-D-Manp e, possivelmente, por

cadeias laterais constituidas por unidades de a-D-Manp 4-O-substituidas (Figura 15).
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FIGURA 15 — Estrutura proposta para glucomanana obtida do liquen H. obscurata.
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Com relacdo aos heteropolissacarideos presentes em fungos liquenizados, a
maioria destes consistem em galactomananas, galactoglucomananas e/ou
galactomanoglucanas, sendo estas compostas por significantes percentuais de
galactose, além de manose e glucose.

Relatos anteriores de estrutura similar (glucomanana) a encontrada no presente
estudo foi descrita apenas para o fungo liquenizado Tornabenia intricata (TEIXEIRA;
TACOMINI; GORIN, 1992) a qual pertence a mesma familia (Physciaceae), porém
esta apresenta diferencgas na sua estrutura. A glucomanana de 7. intricata possui menor
percentual de glucose (7. intricata: 7% e H. obscurata: 18,3%), além de unidades de
Manp 2,4-di-O-substituidas (14%), as quais nao foram observadas em H. obscurata.

Avaliando os resultados obtidos, observou-se que a glucomanana é um
polissacarideo tipico da familia Physciaceae, desta forma, os dados obtidos reforcam a
utilizacdo de polissacarideos como uma ferramenta adicional para a quimiotaxdnomia,
porém, estudos adicionais com fungos liquenizados desta mesma familia deverdo ser

realizados.
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4.5.2 Polissacarideo do Fungo Liquenizado Punctelia constantimontium

Os sobrenadantes de gelo/degelo obtidos a partir das extragdes aquosas e
alcalinas (KOH a 2% e 10%) foram submetidos ao processo de purificacdo por
precipitacdo com solu¢do de Fehling (Figura 5), originando as fracOes precipitados
(PFW-PC, PFK2-PC e PFK10-PC) e sobrenadantes de Fehling (SFW-PC, SFK2-PC e
SFK10-PC). Como podemos observar na Tabela 11, os precipitados de Fehling (PFW-
PC, PFK2-PC e PFK10-PC) mostraram-se similares, apresentando manose, galactose e
glucose como componentes monossacaridicos. A fracio PFK2-PC apresentou além
dos monossacarideos neutros, 6% dcidos urdnicos, determinadas por método
colorimétrico (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991).

Devido a presenca desses grupamentos dcidos, a fracio PFK2-PC foi submetida
ao processo de carboxi-reducdo pelo método de TAYLOR e CONRAD (1972),
resultando na fracdo CRPFK2-PC. Esta foi analisada em GC-MS (Tabela 11), e
conclui-se que o 4cido urdnico é o glucurdnico, pois na fracio PFK2-PC obteve-se
4,4% de glucose, e ap6s este sofrer carboxirredu¢do (CRPFK2-PC), a porcentagem de
glucose aumentou para 8,9%. Além dessa evidéncia no aumento nos teores de glucose,
foi observado os fragmentos com relagdo m/z 219 e 147 devido a presenca de 2
nicleos de deutério em C-6, na fracdo que, apds carboxireducdo, foi reduzida com
NaB’H,.

Os espectros de RMN-"C da fracdes precipitados de Fehling das extragdes
aquosas e alcalinas 2 e 10% (PFK2-PC, PFK10-PC e PFW-PC) mostraram-se
similares (Figura 16 A, B e C, respectivamente), indicando possuirem o mesmo
heteropolissacarideo. Devido ao maior rendimento apresentado pela fragao PFK2-PC
(Tabela 11), a qual apresentou-se homogénea quando analisada por HPSEC-MALLS
(dado ndo mostrado), esta foi submetida aos demais processos de caracterizacao

estrutural.
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TABELA 11 — Composi¢do monossacaridica e rendimento das fracdes precipitado de Fehling do
fungo liquenizado Punctelia constantimontium.

Monossacarideos (mol%) ©

FRACOES Re(l;(g;??l?to Acido %gnico @
Man Gal Glc
PFW-PC 2,7 58,5 35,6 5,9 nd
PFK2-PC 8,7 48,5 47,1 4.4 6
CRPFK2-PC - 47,6 43,5 8,9 -
PFK10-PC 0,5 55,6 37,0 7.4 nd

(1) Rendimento em relagdo ao peso seco do liquen (53,0 g).

(2) Analisado em GC-MS ap6s hidrdlise dcida total, redugao e acetilaco.

(3) Determinado pelo método colorimétrico FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991)
(nd) ndo determinado

Os espectros de RMN-"C (Figura 16 A, B e C) e HMQC (Figura 17) da fracio
PFK2 apresentou sinais na regido anomérica que correspondem aos C-1/H-1 referentes
a terminais ndo redutores de B-D-Galp-(1—4)-a-D-Manp (& 104,4/4,63), B-D-Galp-
(1-2)-o-D-Manp (8 102,9/4,47), e de unidades de a-D-Manp da cadeia principal 6-O-
(0 101,2/5,21), 2,6-di-O- (& 100,3/5,00) e 2.4,6-tri-O-substituidas (& 98,3/5,19)
(GORIN; TACOMINI, 1984, 1985; TEIXEIRA; TACOMINI; GORIN, 1995;
CARBONERO et al., 2005a) .

As configuracgdes glicosidicas (o e B) foram determinadas pelos deslocamentos
de 'H (HMQC: Figura 17) e constantes de acoplamento (Jc;y;) observadas no
espectro de HMQC acoplado (Figura 18). Os terminais ndo redutores de Galp
apresentam configuracdo do tipo B em virtude dos sinais de H-1 em campo alto em
4,63 (104,4) e 6 4,47 (102,9), os quais estdo de acordo com os valores Jc.i . de 164,0
e 163,8 Hz, respectivamente. Os sinais de H-1 em campo baixo a 6 5,21 (101,2, Jc. u.
= 173,3), 5,00 (100.3, Jcqyu1 = 172,0 Hz) e 5,19 (98,3; Jc.y 1 = 174,5 Hz) indicam
que as unidades de Manp apresentam configuracdo glicosidica do tipo o, de acordo os

valores de Jc .1 obtidos (PERLIN; CASU, 1969).
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FIGURA 16 — Espectro de RMN-">C das fra¢des do precipitado de Fehling, PFK2 (A) PFK10 (B)
PFW (C), obtidas de Punctelia constantimontium, em D,O a 70°C.
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FIGURA 17 — Espectro 2D 'H, “C HMQC da fragio precipitado de Fehling (PFK2;
galactoglucomanana) obtida de P. constantimontium (em D,0, 70°C)
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FIGURA 18 — Regido anomérica do espectro de HMQC acoplado da fragcdo precipitado Fehling
(PFK2; galactoglucomanana) obtida da P. constantimontium (em D,0, 80°C).
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Os sinais de °C em & 66,2 e 65,8 correspondem ao C-6 substituidos das
unidades de o-Manp-(1—6) ligadas, enquanto que os sinais em & 61,2 e 61,0 sdo
referentes, principalmente, aos grupos —CH, ndo substituidos das unidades terminais
ndo redutoras de Galp. Estes assinalamentos foram confirmados pela inversdo dos

referidos sinais no experimento DEPT (Figura 19).

FIGURA 19 — Espectro de RMN-"C-DEPT da fracio precipitado de Fehling (PFK2;
galactoglucomanana) obtida de Punctelia constantimontium em D,0 a 70°C.
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A complexidade da estrutura, observada no espectro de RMN-"*C (Figura 16)
foi confirmada pela andlise de metilacdo, devido a presenca de vérios derivados
parcialmente O-metilados. Conforme pode ser observado (Tabela 12), esta fracdo
mostrou-se altamente ramificada, contendo considerdveis propor¢cdes de unidades
terminais nio redutores de Galp, além de pequenas porcentagens de Manp e Glcp.
Também foram observados os derivados 2,3,4-MesMan, 3,4-Me,Man e 3-MeMan,
correspondentes as unidades da cadeia principal a qual € constituida por unidades de o-
Manp-(1—6), substituidas em O-2 ou disubstituidas em O-2,4, além de unidades nao
substituidas. Substitui¢des em O-3, O-4 e O-6 foram observadas para as unidades de

Galp. As unidades de Glcp apresentaram-se como terminais ndo redutores e 3-O-

substituidas.
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TABELA 12 - Andlise por metilacdo da fracdo precipitado de Fehling (PFK2) obtida de Punctelia
constantimontium e de suas subfracdes obtidas por hidrélise parcial.

Acetatos de alditoéis Fracao (mol %) "
pall;f::ztlillr:gg;g)O- PFK2 PFK2-HP4  PFK2-HP6 I;fflfl% Tipo de ligagao
2,3,4,6-Me,Man 0,8 3,9 4,9 6,1 Manp-(1—

2,3,4,6-Me,Glc 0,8 0,8 0,8 0,3 Glep-(1—

2,3,4,6-Me,Gal 28,9 16,4 10,4 4,1 Galp-(1—
2,4,6-Me;Glc 2,1 - - - —3)-Glep-(1—
2,4,6-Me;Gal 0,4 1,7 3,1 3,1 —3)-Galp-(1—
2,3,6-Me;Gal 4,2 1,1 1,4 34 —4)-Galp-(1—

2,3,4-MesMan 26,1 52,6 56,7 65,5 —6)-Manp-(1—
2,3,4-Me;Gal 0,7 0,6 0,8 - —6)-Galp-(1—
3,6-Me;Man 0,5 0,4 0.4 - —2,4)-Manp-(1—
3,4-Me,Man 16,9 16,6 16,0 13,6 —2,6)-Manp-(1—

3-MeMan 18,5 5,9 5,5 3,9 —2.4,6)-Manp-(1—

(1) Analisado em GC-MS ap6s metilagdo, hidrélise 4cida total, reducio (NaB*H,) e acetilagio.
(2) Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

Com o objetivo de elucidar a estrutura deste polimero, esta fracao foi submetida
a hidrélises dcidas parciais (H,SO4 0,16 M, 100°C, por 4, 6 ¢ 10 h), e apds foram
dialisadas em membrana com limite de exclusdo de 2 kDa, sendo denominadas PFK2-
HP4, PFK2-HP6 e PFK2-HP10, de acordo com o tempo de hidrélise de 4, 6 e 10
horas, respectivamente. Apds hidrélise parcial, estas apresentaram, quando analisadas
por GC-MS, um aumento dos teores de manose e uma diminui¢do de galactose (Tabela

13).
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TABELA 13 - Composi¢do monossacaridica da fragdo precipitado Fehling (PFK2-PC;
galactoglucomanana) apds hidrélises 4acidas parciais do fungo liquenizado
Punctelia constantimontium.

FR ACOES Monossacarideos (mol % )(l)
Man Gal Gle
PFK2-PC 48,5 47,1 4,4
PFK2-HP4 78,0 17,1 4,9
PFK2-HP6 80,7 15,3 4,0
PFK2-HP10 83,6 11,6 4,7

(1) Analisado em GC-MS apds hidrélise dcida total, reducdo e acetilagdo.

Por meio das andlises de metilacdo das fragdes PFK2-HP4, PFK2-HP6 e PFK2-
HP10 (Tabela 12) pode ser verificado que a hidrdlise 4cida parcial foi eficiente na
remocao das unidades de Galp devido a diminuicdo do derivado 2,3,4,6-Me,Galp.
Além disso, um aumento de 2,3,4-MesMan juntamente com um decréscimo de 3-
MeMan reforca a idéia de que a cadeia principal seja constituida por unidades de o-D-
Man ligadas (1—6), podendo apresentar, principalmente, substitui¢des em O-2 ou O-
2.4.

As andlises espectroscopicas concordaram com os derivados parcialmente O-
metilados (Tabela 12). O espectro de RMN-"C das fracdes PFK2-HP4 e PFK2-HP6
(Figura 20 B e C, respectivamente) contém sinais na regido anomérica correspondentes
aos C-1 dos terminais nio redutores de B-D-Galp-(1—4)-a-D-Manp (8 103,4) e B-D-
Galp-(1—2)-0-D-Manp (8 101,2) e de unidades de a-D-Manp da cadeia principal 6-O-
(8 99,5) e 2,6-di-O-substituida (& 98,4). Além disso, apresenta sinais referente aos

terminais redutores de manose (6 94,2 e 93,8).
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FIGURA 20 — Espectro de RMN-"’C das Fracdes PFK2-PC (nativa) (A) PFK2-HP4 (B) e PFK2-HP6

(C) do fungo liquenizado P. constantimontium, em Me,SO-dg a 70°C.
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Os sinais de °C em & 66,0 referem-se ao C-6 substituido das unidades de
Manp-(1—6) ligadas, enquanto os sinais em 0 61,2 sdo atribuidos, principalmente, aos
grupos —CH, ndo substituidos das unidades terminais ndo redutoras de Galp. Estes
assinalamentos foram confirmados por DEPT (Figura 21) por meio da inversdo dos

respectivos sinais no experimento.

FIGURA 21— Espectro de RMN-""C-DEPT para HP4-PC, em Me,SO-d, a 70°C.

67,0

|
Lt W -

99,5

4
s2

101

t 103
-

98,4

66,0

100 95 90 85 80 75 70 65 60 |

De acordo com os dados apresentados, a fracdo precipitado de Fehling (PFK2)
corresponde a uma galactoglucomanana, constituida por uma cadeia principal de
unidades de a-D-manopiranose ligadas (1—6), sendo parcialmente substituidas em O-
2, e/ou O-2,4 por unidades de B-Galp (Figura 22), sendo confirmadas pelos sinas em d
104,4 e 102,9 e por suas constantes de acoplamento caracteristicas de configuracio do

tipo B, Jc.1u.1= 164,0 e 163,8 Hz, respectivamente.
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FIGURA 22 — Estrutura proposta para galactoglucomanana obtida do liquen P. constantimontium
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Comparando estes dados com aqueles obtidos de Rimelia spp. e Parmotrema
spp. (CARBONERO et al., 2005a), verificou-se que o heteropolissacarideo isolado
apresenta um maior grau de ramificacio, possuindo maior teor de unidades de manose
2,6-di-O-substituidas. Além disso, em P. constantimontium foi observado que as
unidades de B-Galp encontram-se substituindo as unidades de a-Manp da cadeia
principal em O-4 e O-2, e ndo apenas em O-4, como geralmente observado. O mesmo
padrdo de substituicao foi descrito para o género Leptogium, com a diferenca de que
neste liquen as unidades -Galp substituem as unidades de a-Manp da cadeia principal
somente em O-2, ¢ ndo em O-2 e O-2,4 como observado no liquen em estudo
(CARBONERO et al., 2003).

Este polissacarideo também apresenta 6% de 4cido glucurdnico, concordando
com os dados obtidos por TEIXEIRA (1993), onde o autor relata que os liquens E.
prunastri, Parmotrema araucaria, Usnea meridionalis e Usnea sp., todos pertencentes
a mesma familia do liquen P. constantimontium, Parmeliaceae, apresentavam uma

concentracdo de 8,4% de 4cido glucurdnico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir das extragdes aquosas e alcalinas a 2 e 10% dos

fungos liquenizados Heterodermia obscurata e Punctelia constantimontium sugerem

as seguintes estruturas:

a)

b)

Uma o-D-glucana contendo, alternadamente, ligacdes do tipo (1—3) e (1—4),
numa relacio molar de 1,07:1 para H. obscurata e 1,3:1 para P.

constantimontium, sendo denominadas nigeranas.

Uma glucomanana altamente ramificada encontrada no liquen H. obscurata,
com cadeia principal composta por unidades de o-D-Manp ligadas-(1—6),
sendo a maioria substituida em O-2, por unidades terminais nao redutoras de -
D-Glcp, a-D-Manp e, possivelmente, por cadeias laterais constituidas por
unidades de oa-D-Manp 4-O-substituidas. A maioria dos heteropolissacarideos
presentes em fungos liquenizados consiste em  galactomananas,
galactoglucomananas e/ou galactomanoglucanas, sendo que estrutura similar a
encontrada no presente estudo foi descrita apenas para o fungo liquenizado
Tornabenia intricata (TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1992), a qual pertence

a mesma familia (Physciaceae).

Uma galactoglucomanana (P. constantimontium), apresentando uma cadeia
principal de unidades de a-D-manopiranose ligadas (1—6), sendo parcialmente
substituidas em O-2, e/ou O-2,4 por unidades de B-Galp. Foi observado que as
unidades de B-Galp encontram-se substituindo as unidades de a-Manp da cadeia
principal em O-4 e O-2, e ndo apenas em O-4, como geralmente observado.
Este polissacarideo apresenta ainda 6% de GlcAp, da mesma maneira que os
liquens E. prunastri, Parmotrema araucaria, Usnea meridionalis e Usnea sp.,
todos pertencentes a mesma familia (Parmeliaceae), apresentam uma

concentracdo de 8,4% de 4cido glucurdnico.
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De acordo com os dados obtidos, observa-se que as nigeranas aparentemente
representam uma estrutura comum nos géneros Punctelia e Heterodermia (com
diferenca nas suas relagdes molares). Com relagdo aos polissacarideos isolados da
Fracdo Precipitado de Fehling dos dois liquens estudados, glucomanana e

galactoglucomanana, estes podem auxiliar a caracterizar os membros desses géneros.
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