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1 INTRODUCAO

Por séculos, a populacdo de paises como China e Japdo, utiliza os cogumelos
comestiveis para manter a saude e aumentar a longevidade. As fragdes solliveis em agua
quente, na forma de decoctos e esséncias eram usadas como medicamentos pelos povos
antigos.

Nas ultimas décadas, os cogumelos tém sido consumidos em grandes quantidades
pelo seu sabor e valor nutricional e principalmente por apresentarem valores medicinais.
Recentemente, os polissacarideos isolados de cogumelos surgiram como uma classe
importante de substancias biologicamente ativas. Estudos cientificos indicam que o0s
polissacarideos presentes nestes organismos, constituem uma importante classe de substancias
bioativas, as quais atuam como modificadores de resposta bioldgica. Muitas propriedades
medicinais e terapéuticas sdo atribuidas aos polissacarideos dos basidiomicetos, tais como,
atividade hipoglicemiante, antitrombdtica, antibiotica, sendo a atividade antitumoral a mais
evidente (WASSER; WEIS, 1999; ZHANG et. al., 2007).

Atualmente, o nimero total de espécies de cogumelos é estimado em 140.000,
sendo que desse total somente 14.000 sdo conhecidas. Destas, 2.000 sdo comestiveis e apenas
700 sdo conhecidas pelas suas propriedades medicinais, provavelmente devido a caréncia de
estudos que comprovam o potencial destes organismos (WASSER; WEIS, 1999). Dentre 0s
basidiomicetos mundialmente conhecidos e comercializados encontram-se os fungos do

género Pleurotus. Os “cogumelos Ostra”, como sdo conhecidos os Pleurotus, sdo boas fontes

Revisado pelo orientador; Identificacdo dos autores: (1) Bolsista PIBIC, (2) Orientador



de carboidratos, contendo alta quantidade de fibras, além de proteinas com quase todos 0s
aminoécidos essenciais, minerais e vitaminas (GUNDE-CIMERMAN, 1999).

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

As glucanas sdo o0s homopolissacarideos mais comuns em basidiomicetos,
podendo ser lineares ou ramificadas, e apresentar diferentes configuragdes e massa molar.
Além disso, podem ser sollveis ou insolGveis em &gua, dependendo da conformacdo, ligaces
quimicas e massa molar (ZHANG et al., 2007). Porém, as mais comumente encontradas sao
as glucanas com cadeia principal de B-glucose com ligacbes 1—3, substituidas em O-6 por
terminais ndo redutores de B-Glcp.

Com relacdo as heterogalactanas, a maioria € formada por uma cadeia principal de
o-D-Galp-(1—6) contendo diferentes substituintes, principalmente fucose e/ou manose
(WASSER, 2002; ZHANG et al., 2007).

Dentro deste contexto, os cogumelos representam uma fonte alternativa, pouco
explorada, para isolamento de polissacarideos, pois, alem de apresentarem altos teores, estes
organismos apresentam polimeros com uma ampla diversidade estrutural. Trabalhos
preliminares evidenciam que ha uma correlacdo entre a estrutura e os efeitos farmacologicos
destes carboidratos, sendo assim, o0 conhecimento da estrutura quimica fina desses

polissacarideos se torna imprescindivel quando se deseja aplica-los para fins terapéuticos.

2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo geral a analise estrutural da B-glucana

obtida, via extracdo alcalina, dos basidiocarpos do fungo Pleurotus ostreatoroseus.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Biologico

O basidioma de Pleurotus ostreatoroseus foi fornecido pela empresa Makoto

Yamashita (Miriam Harumi Yamashita), localizada em S&o José dos Pinhais, PR.



3.2 Obtencao dos Polissacarideos

Os basidiomas (= corpo de frutificacdo ou basidiocarpos) foram previamente
deslipidificados, sucessivamente, com CHCIl3-MeOH (2:1, v/v) e MeOH-H,0 (4:1, v/v), sob
refluxo, durante 6 horas na temperatura de ~60°C (3 X). ApOs deslipidificacdo, 0s
basidiocarpos foram submetidos a sucessivas extrac6es aquosas e alcalinas (KOH 2%), ambas
a ~100°C sob refluxo, por 6 horas (6 x), com a finalidade de obter os polissacarideos. O
extrato alcalino obtido foi neutralizado com acido acético (HOAC), concentrado sob pressdo
reduzida até pequeno volume e precipitado com etanol (3:1, v/v). O precipitado etandlico
obtido (fragdo K2) foi dialisado contra agua corrente por 48 horas e liofilizado (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de extragdo e purificagdo da B-glucana obtida dos basidiomas de
Pleurotus ostreatoroseus, por extracdes alcalinas.



3.3 Purificacao dos Polissacarideos

A purificacdo dos polissacarideos, obtidos por extragdo alcalina, foi realizada,
sucessivamente, através de processos por congelamento e descongelamento, precipitagdo com
solugdo de Fehling, tratamento com a-amilase e didlise em membrana com limite de excluséo
de 25 KDa (Figura 1).

3.3.1 Separacdo dos polissacarideos por congelamento e degelo

Os polissacarideos obtidos através das extracBes alcalinas (fracdo K2) foram
submetidos, primeiramente, ao processo de purificagdo por congelamento e degelo. A mistura
polissacaridica foi solubilizada em agua destilada e, a seguir, submetida ao processo de
congelamento e posterior degelo na temperatura ambiente. O precipitado insolivel em agua
fria foi separado dos demais componentes soltveis por centrifugacdo (3000 r.p.m., 20 min,
25°C). Esse processo de purificacao foi repetido diversas vezes até que o sobrenadante aquoso

(fracdo SK2) ndo apresentasse material insoltvel (fragdo 1K2) em agua fria (Figura 1).

3.3.2 Purificacéo por precipitacdo com solucéo de Fehling

A fracdo soluvel em agua fria (fracdo SK2) originada a partir do processo de
congelamento e degelo foi submetida ao tratamento com solucdo de Fehling (JONES,
STOODLEY, 1965). Esta solucdo consiste da combinacdo de duas solucbes (A e B). A
solucdo A é composta por KOH e tartarato de sodio e potassio (125 g + 173 g/ H,0 g.s.p. 500
ml, respectivamente), enquanto que a solucdo B consiste de CuSO,4.5H,0 (55,7 g / H,O q.s.p
500 ml).

A fracdo SK2, que foi dissolvida em volume de 4gua suficiente para solubiliza-la,
adicionou-se igual volume da solucdo de Fehling: A+B (1:1), sendo o material mantido sob
agitacdo por 12 horas. Decorrido o tempo, o complexo cuprico insolivel (PFK2) e o
sobrenadante (SFK2) foram separados por centrifugacdo (3000 r.p.m., 20 min, 25°C),
neutralizados com acido acético e dialisados contra dgua corrente (~ 48 horas). Apds a didlise,
ambos foram tratados com resina catidnica com o objetivo de remover o cobre, e novamente
dialisados. Em seguida, os materiais foram concentrados sob pressdo reduzida, congelados e

liofilizados (Figura 1).



3.3.3 Purificacdo por degradacdo enzimatica

Em decorréncia da presenca de glicogénio na fragdo SFK2, a mesma foi
submetida a degradagdo enzimatica utilizando a-amilase, a qual foi acompanhada utilizando
lugol (I2 + KI). Apoés esse tratamento a enzima foi removida por precipitacdo com acido
tricloroacético (TCA), sendo o sobrenadante (fracdo TASFK2) submetido a dialise em
membrana de 12-14 kDa por ~48 h (Figura 1).

3.3.4 Purificacdo dos polissacarideos por diadlise em membranas

A fracdo TASFK2 foi submetida & dialise em membrana (Spectra/Por®) com
limite de exclusdo de 25 kDa (CARBONERO, 2005). A dialise, contra agua destilada, foi
realizada através de um processo fechado, sendo o material a ser dialisado mantido sob
agitacdo magnética. O processo foi repetido diversas vezes, até que a fracdo eluida (= dgua de
dialise) ndo apresentasse coloragdo (Figura 1).

3.4 Analise Estrutural dos Polissacarideos

3.4.1 Composi¢do monossacaridica

As fracdes obtidas (1-2 mg) foram hidrolisadas com 0,5 ml de TFA 1 M (&cido
trifluoracético), “overnight” (12-15 h), ou TFA 2 M durante 8 horas, seguida por evaporagédo
até secura. Os materiais hidrolisados foram, entdo, reduzidos com NaBH, (pH 9,0-10,0) e
acetilados com uma mistura de anidrido acético (Ac;0) e piridina (1:1, v/v; 1 ml) em
temperatura ambiente por 12 horas (WOLFROM, THOMPSON, 1963 a,b). Os acetatos de
alditol foram extraidos com CHCI; (1 ml), e a piridina residual presente na fracdo
cloroférmica foi removida por complexacdo com sulfato de cobre 5%. Apds a completa
remocdo da piridina, o CHCI; foi evaporado e os derivados acetilados foram analisados por
Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e identificados

pelo tempo de retencdo e perfil dos fragmentos de massa.



3.4.2 Metilacao dos polissacarideos e hidrolise por acido formico

A fracdo homogénea, 25ETASF, foi metilada pelo método de Ciucanu e Kerek
(1984). Para a metilacdo, uma aliquota desta fracdo (10 mg) foi solubilizada em 1 ml de
dimetilsulfoxido (Me,SO). Apoés a solubilizagdo, foi adicionado 1 ml de iodeto de metila
(CHsl) e, aproximadamente, 1 mg de hidroxido de sddio (NaOH), sendo a mistura reacional
submetida a agitacdo vigorosa por 30 min. Apds um periodo de repouso (~12 horas), a
amostra foi neutralizada com HOAc, dialisada exaustivamente contra agua corrente e
liofilizada, sendo o processo novamente repetido no material liofilizado. Terminado o
segundo ciclo de metilacdo, foi realizada a extracdo dos produtos per-O-metilados com
CHClIs, que, apds evaporacao do CHCI3, foram submetidos a hidrélise acida total.

A hidrdlise total do polissacarideo metilado foi realizada com 1 ml de solugéo de
acido formico 45% a 100°C por 18 horas (STORTZ et al., 1997).

Apo6s o periodo necessario para hidrolise, o &cido foi evaporado e o material
residual foi reduzido com borohidreto de sédio deuterado (NaB?H,), e acetilado como citado
anteriormente (item 4.3.1). Os derivados metilados foram analisados na forma de acetatos de
alditois parcialmente metilados por GC-MS e identificados pelo tempo de retencédo e perfil

dos fragmentos de massa.

3.4.3 Oxidacao com periodato de sodio

Uma aliquota da fracdo 25ETASF (40 mg) foi solubilizada em agua (10 ml) e em
seguida acrescentou-se periodato de sddio (NalO,) até atingir uma concentracéo final de 0,05
M. O material foi mantido sob agitacdo por 72 horas, em auséncia de luz. Decorrido o tempo
de reacdo, o material foi neutralizado com &cido aceético e dialisado, contra &gua corrente, por
aproximadamente 24 h. Em seguida, este foi reduzido com NaBH, (pH 9,0-10,0) por 24 horas
(GOLDSTEIN et al., 2005), sendo o produto resultante, apos dialise, submetido a hidrolise
acida parcial (TFA, pH 2,0 por 30 minutos a 100°C) (GORIN, HORITSU, SPENCER, 1965).
O material resistente a oxidacdo (fracdo DS-25ETASF; 11,2 mg) foi analisado por

ressonancia magnética nuclear (RMN-'3C).



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

As andlises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
foram realizadas em cromatégrafo gasoso Varian, modelo 3800, acoplado a espectrometro de
massa Saturn 2000R (GC-MS) utilizando coluna DB-225. Durante a injegdo da amostra a
temperatura foi de 50°C sendo entdo programada para aumentar 40°C. min™ até atingir a
temperatura constante de 220°C (para analise de alditol acetato) ou 215°C (para analise de
alditol acetato parcialmente metilado). Hélio foi usado como géas de arraste, a um fluxo de 1,0

ml.min™.

3.4.5 Determinacgdo da homogeneidade e massa molar (Mw)

A analise de homogeneidade e a determinagdo da massa molar das amostras foram
realizadas em HPSEC-MALLS (Cromatografia de exclusdo estérica acoplada a deteccdo por
indice de refracdo e espalhamento de luz), que utiliza um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC), modelo WATERS 2410, acoplado a um detector de indice de refracéo
conectado em séerie com um detector de espalhamento de luz (modelo 64 DAWN DSP, Wyatt

Technologies Corporation, EUA).
3.4.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN-*C e HMQC) foram
obtidos em espectrémetro BRUKER, modelo Avance-DRX-400 MHz.

As analises foram realizadas a 70°C, com as amostras de polissacarideos (~ 40
mg), solubilizadas em oOxido de deutério (D,O) ou dimetilsulfoxido deuterado (Me,SO-ds),
dependendo da sua solubilidade. Os deslocamentos quimicos das amostras soltveis em D,0
foram expressos em ppm (8) relativos aos sinais de **C e 'H da acetona em & 30,20 e 2,22,
respectivamente, e aos sinais do Me,SO-ds em & 39,70 (**C) e 2,40 (*H), para as amostras

soldveis no mesmo.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com a finalidade de obter os polissacarideos do cogumelo comestivel
P. ostreatoroseus, 0s basidiocarpos, previamente deslipidificados, foram submetidos a
seqiienciais extragdes aquosas e alcalinas (Figura 1).

A partir dos extratos aquosos foram isolados e caracterizados, em estudos
anteriores, uma B-glucana contendo ligagcdes do tipo (1—3) e (1—»6) (CARBONERO et al.,
2006) e dois polimeros parcialmente metilados: a-galactana linear (CARBONERO et al.,
2008) e manogalactana (ROSADO et al., 2003).

Conforme descrito anteriormente, o objetivo deste trabalho foi a determinacao
estrutural da glucana presente no extrato alcalino (fracdo K2). Para isto, a fragdo K2 passou
por diversos processos de fracionamento com a finalidade de purifica-la. Primeiramente, a
mesma foi solubilizada em &gua e submetida ao congelamento e degelo, com a intencdo de
separar a fragdo soluvel em agua fria (fracdo SK2; 3,2 g). A seguir, a fracdo SK2 foi tratada
com solucdo de Fehling, resultando na formacdo de um sobrenadante (SFK2; 2,5 g) e um
precipitado de Fehling (fragdo PFSK2; 0,4 g).

A fracdo sobrenadante de Fehling (SFSK2) apresentou, principalmente, glucose
(89%) como monossacarideo, sugerindo a presenca de glucanas, aléem de baixos percentuais
de manose (Man; 4,5%) e galactose (Gal; 6,5%) (analisados como acetatos de alditéis em GC-
MS). O espectro de RMN-C desta fracdo (Figura 2) apresentou, principalmente, sinais
caracteristicos de uma [-glucana, e, em menor intensidade, sinais correspondentes a

heterogalactana presente no extrato aquoso-(ROSADO et al., 2003).
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Figura 2. Espectro de RMN-*C da fracdo SFK2 obtida dos basidiomas de
P. ostreatoroseus, em D,Oa 70°C.



Além dos baixos teores da heterogalactana, esta fracdo apresentou uma coloragdo
castanho-avermelhada quando tratada com o reativo lugol, sugerindo a presenca de
glicogénio. Desta forma, com o intuito de remover o glicogénio presente na fracdo SFSK2,
uma aliquota (1,6 g) desta foi tratada com a-amilase até apresentar reacdao negativa (coloracdo
castanho-claro) com lugol, resultando na fragdo TASFK2 (1,14 g).

O espectro de RMN-"3C da fracdo TASFK2 (Figura 3) mostrou-se similar a fracdo
de origem, contendo, principalmente, os sinais correspondentes a B-glucana e aqueles
referentes a heterogalactana, no entanto, pode ser observado uma melhor defini¢do de alguns

sinais devido, provavelmente, a remocdo dos sinais de glicogénio os quais apresentavam-se
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Figura 3. Espectro de RMN-2C da fracdo TASFK2 obtida dos basidiomas de
P. ostreatoroseus, em D,Oa 70°C.

A fracdo resultante do tratamento com amilase por apresentar um perfil
heterogéneo quando analisado em HPSEC-MALLS (Figura 4A), foi submetida a dialise em
membrana com limite de exclusdo de 25 KDa (Figura 1), a qual forneceu a fracdo eluida
25ETASF (196 mg), que finalmente apresentou-se homogénea, com uma massa molar de
26,9.10% g.mol™ (Figura 4B).
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Figura 4. Perfis de eluigdo das fragdes TASFK2 (A) e 25ETASF (B), por HPSEC-MALLS.

Como pode ser observado, este procedimento foi eficiente para a obtencdo da
glucana purificada (fracdo 25ESFK2), pois o conteldo de glucose, apds o tratamento,
aumentou para 98%, além da remocédo dos sinais referentes a manogalactana no espectro de
RMN-'3C (Figura 5A).
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Figura 5. Espectro de RMN-3C (A), e em detalhe, regido de -CH,-OH do espectro de RMN-
13C-DEPT (B) da fragdo 25ESFK2, em D,0 a 70°C.

O espectro de RMN-*C (Figura 5A) apresentou sinais de C-1 em & 103,0
correspondentes aos terminais nao redutores de B-Glcp, enquanto aqueles em 6 102,8, 102,4 e
102,6 sdo referentes as unidades de B-Glcp 3-O-, 4-O-, e 3,6-di-O- substituidas,
respectivamente. A configuraco B ¢ dada através dos sinais de C-1 de alta frequéncia e de H-
1 de baixa frequéncia, referentes aos terminais ndo redutores (6 103,0/4,63) e as unidades
3-O- (6 102,8/4,85), 4-O- (5 102,4/4,66) e 3,6-di-O-substituidas (6 102,6/4,87),

respectivamente. Os sinais em 6 84,8; 79,1 e 78,9; e 69,1 e 68,9 referem-se, respectivamente,



ao C-3, C-4 e C-6 substituidos das unidades de B-Glcp, sendo o ultimo confirmado pela
inversdo no espectro de DEPT (Figura 5B). Estes dados estdo de acordo com a andlise de
metilacdo, a qual sugere a presenca de uma estrutura ramificada contendo ligacoes
glicosidicas do tipo (1—3), (1—4) e (1—»6) (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise por metilacdo da fracdo 25ETASF obtida de P. ostreatoroseus.

Acetatos de aldit6is 25TASF (mol%) | Tipo de Ligacdo ®
parcialmente O-metilados ©
2,3,4,6-Me4-Glc 22,7 Glep-(1—
2,4,6-Me3-Glc 24,8 3—)-Glcp-(1—»
2,3,6-Me;-Gle 28,5 4-5)-Glep-(1—>
2,4-Me,-Glc 24,0 3,6—)-Glep-(1—>

® Analisado em GC-MS (coluna DB 225) ap6s metilacdo, hidrélise 4cida total, reducdo (NaB?H,) e
acetilacdo. " Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

Em decorréncia da presenga de um polimero ramificado contendo diferentes tipos
de ligacdo glicosidica, torna-se necessario a determinacéo estrutural da cadeia principal dessa
molécula. Para isso, uma aliquota da fragdo 25ETASF (40 mg) foi submetida a degradacao
controlada de Smith. O espectro de RMN-3C do produto resistente a esta degradacéo (fragdo
DS-25ETASF; 11,2 mg) (Figura 6) apresentou apenas seis sinais 6 102,9; 72,8; 86,2; 68,5;
76,4 e 60,9 correspondentes aos carbonos 1 a 6, respectivamente, das unidades de B-Glcp
(1—3)-ligadas. Todos os sinais foram assinalados por comparagdo com 0s encontrados na
literatura para polissacarideos similares (CARBONERO et al., 2006; AMARAL et al., 2008).
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Figura 6. Espectro de RMN-'3C do material resistente a degradacdo controlada de Smith
(fracdo DS-25ETASF) , em Me,SO-dsga 70°C.



Os resultados obtidos sugerem a presenga de uma f-glucana, ramificada, contendo
uma cadeia principal formada por unidades de B-Glcp (1—3) ligadas, as quais apresentam-se
parcialmente substituidas em O-6, principalmente, por cadeias laterais de B-Glcp 4-O-
substituidas (Figura 7).
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Figura 7. Esquema da estrutura da -glucana obtida de Pleurotus ostreatoroseus, via extracéo
alcalina.

B-Glucanas contendo o mesmo tipo de cadeia tém sido encontradas em diversos
basidiomicetos, porém, estas se apresentam substituidas em O-6, principalmente, por
terminais ndo redutores de B-Glcp, em média, 1 a cada 3 ou 4 unidades da cadeia principal.
Por outro lado, glucana similar a descrita neste trabalho tem sido previamente caracterizada

apenas no fungo Ganoderma resinaceum (AMARAL et al., 2008).
5. CONCLUSAO

A partir dos basidiomas de Pleurotus ostreatoroseus foi isolado uma ndo usual B-D-
glucana contendo ligacdes glicosidicas do tipo (1—3), (1—>4) e (1—6), a qual sera submetida
a ensaios biologicos com a finalidade de avaliar se este polimero € responsavel por parte das

propriedades medicinais atribuidas a este fungo.
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