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RESUMO

Exopolissacarideos do tipo B-glucanas sao polimeros produzidos por uma grande
variedade de microrganismos e podem possuir diferentes propriedades fisicas,
guimicas e aspectos estruturais. Esses biopolimeros apresentam atividades
biolégicas interessantes (antitumor, antiviral, anticoagulante) e aplicacbes comerciais
como produtos em alimentos, cosméticos e farmacéuticos. Entretanto, para a
aplicacdo dessas moléculas, € necessario primeiramente o conhecimento de suas
estruturas quimicas. Assim, o objetivo deste trabalho foi a producéo, caracterizacao
guimica de quatro exopolissacarideos (EPSgraviola, EPSwmanca, EPSpinna €
EPS_ arania) de isolados de Botryosphaeria obtidos de frutas tropicais em
decomposicao e crescidos em sacarose como Unica fonte de carbono, determinando
o melhor EPS para realizar testes de atividade anticoagulante. A homogeneidade de
cada EPS foi determinada por cromatografia de filtracdo em gel, os quais eluiram
como um unico pico. Hidrélise &cida total e andlise por HPAEC/PAD mostrou
glucose como constituinte basico. Dados de metilacdo e RMN de **C indicaram que
0S EPSyanca, EPSpinva € EPS|arania S80 glucanas lineares unidas por ligacfes do
tipo B(1—6) e o EPSgravioa € uma glucana com ligacdes B(1—3) e com
ramificacdes em C-6 de residuos glucopiranosidicos. O espectro de FT-IR mostrou
uma banda em 891 cm™, e a espectroscopia de *C NMR mostrou que todas as
ligagbes eram do tipo B. Estudos realizados com o corante Vermelho Congo
indicaram que os EPS possuem conformacado em tripla hélice. O EPS|arania, UmMa B-
D-(1—6)-glucana, foi submetido a sulfatagdo visando induzir a atividade
anticoagulante e melhorar a solubilidade da molécula em solug&o, importante para a
atividade biolégica. Espectros de FT-IR mostraram bandas em 808 and 1252 cm™,
indicando a entrada dos grupos sulfato e as andlises de RMN de **C mostraram que
estes grupos foram inseridos principalmente em C-4 na 3-D-(1—6)-glucana. O D.S.
encontrado para a B-D-(1—6)-glucana sulfatada foi de 0,95. Os testes APTT e TT
para a p-D-(1—6)-glucana sulfatada indicaram atividade anticoagulante in vitro, que
mostrou ser dose-dependente. Os resultados da inibicdo da trombina pela acdo da
antitrombina mostraram que a atividade anticoagulante da B-(1—6)- D-glucana
sulfatada pode ser devido a ativacao da antitrombina pelo polissacarideo sulfatado.

Palavras-chaves: exopolissacarideo. Botryosphaeria. p-D-(1—6)-glucana fungica. -
D-(1—3, 1—6)-glucana flngica. ressonancia magnética nuclear de *°C. sulfatacao.
atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) as p-glucans are polymers produced by a great variety of
microorganisms and can possess different physical and chemical properties, and
structural features. These biopolymers having interesting biological activities (anti-
tumor, anti-viral, anticoagulant), and commercial applications in foods, cosmetics and
pharmaceutical products. However, for the applications of these macromolecules, it is
first necessary to understand their chemical structures. Therefore the goal of that
study was the production, chemical characterization and biological activity of four
exopolysaccharides (EPSGRAVIOLA, EPSMANGO, EPSpinHA and EPSORANGE) obtained
from Botryosphaeria strains isolated from rotting tropical fruit grown on sucrose as
carbon and the best EPS was used for the anticoagulant activity The homogeneity of
each EPS was determined by gel filtration chromatography, which was eluted as a
single peak. Total acid hydrolysis and HPAEC/PAD analysis of each EPS yielded
only glucose. Data from methylation analysis and **C NMR spectroscopy indicated
that the EPSyanco, EPSpinua @and EPSorance consisted of a linear chain of (1-6)-
linked glucopyranosyl residues and EPScgraviola consisted of a main chain of
glucopyranosyl (1-3) linkages substituted at O-6. FTIR spectra showed one band at
891 cm™, and *C NMR spectroscopy showed that all glucosidic linkages were of the
B-configuration. Dye-inclusion studies with Congo Red indicated that each EPS
existed in a triple-helix conformational state. The EPSorance, @ B-(1—6)- D-glucan
was submitted to a sulfation to induce anticoagulant activity and also to make this
EPS more soluble, which is in favor to its biological action. The FT-IR spectrum
showed bands at 808 and 1252 cm™ indicating insertion of sulfonyl groups and the
13C NMR analysis showed that the sulfonyl groups were inserted mainly in C-4 of the
B(1—6)-D-glucan. The D.S. of sulfated p-(1-6)-D-glucan was 0.95. Tests of APTT
and TT for the sulfated B-(1—6)- D-glucan indicated a anticoagulant activity in vitro,
which showed to be dose-dependent. The results of thrombin inhibition by
antithrombin showed that the anticoagulant activity of sulfated p-(1-6)-D-glucan was
probably due to the activated antithrombin by sulfated polysaccharide.

Keywords: exopolysaccharide, Botryosphaeria, fungal B-(1—6)-D-glucan; fungal B-
(1—3, 1-6)-D-glucan, 13C nuclear magnetic resonance. sulfation, anticoagulant

activity.
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1. INTRODUCAO

A grande maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre
como polissacarideos. Estas moléculas sdo polimeros de monossacarideos unidos
por ligacdes glicosidicas, formadas a partir da eliminacdo de uma molécula de agua
entre o grupo hidroxila hemiacetal de um residuo e um grupo hidroxila primario ou
secundario de outro residuo adjacente. Podem ser constituidos por numeros
variaveis de residuos em uma estrutura linear, ramificada ou ocasionalmente ciclica
e sua massa molecular pode variar de milhares a milhdes de Daltons, diferindo em
relacdo a suas unidades monossacaridicas, no comprimento das cadeias, no tipo de
ligacdo glicosidica e no grau de ramificacdo. Esses polimeros podem ser
encontrados como homopolissacarideos, quando constituidos por um Unico tipo de
monossacarideo, ou como heteropolissacarideos, quando em sua estrutura estédo

presentes duas ou mais diferentes unidades repetidas.

Dentre os homopolimeros alguns, tais como amido e glicogénio,
servem como fonte de energia para as atividades metabdlicas celulares; outros
como celulose e quitina formam as paredes celulares vegetais e exoesqueletos de
animais, respectivamente. Os heteropolissacarideos podem fornecer suporte
extracelular, como o peptidioglicano de bactérias, ou as glicosaminoglicanas da

matriz dos tecidos animais.

Ha na natureza microrganismos fitopatogénicos que secretam
polissacarideos, denominados exopolissacarideos, para auxiliar no processo de
infeccdo na planta. Esses polimeros sdo constituidos geralmente por unidades
glucosidicas em ligacdo alfa ou beta, sendo as betas glucanas a forma

predominante encontrada em fungos.

Polissacarideos microbianos apresentam caracteristicas quimicas e
funcdes biologicas interessantes que permitem a sua aplicacdo em diferentes
setores industriais. A atividade antigénica de algumas dessas moléculas tem sido

utilizada com sucesso pela industria farmacéutica para formulagdo de vacinas;
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outras, quando em soluc¢des, sdo utilizadas na industria de alimentos como
estabilizantes, emulsificantes ou gelificantes, apresentando, viscoelasticidade,
aderéncia e bio-compatibilidade (PAULSEN, 2002). Também podem ser aplicadas
na industria petrolifera, auxiliando na floculacdo de materiais e formacdo de
biofiimes. Entretanto, para que essas moléculas possam ser aplicadas ha
necessidade que sejam seguramente homogéneas e suas estruturas quimicas

determinadas.

De acordo com BOHN; BeMILLER (1995) algumas glucanas
fungicas fazem parte do grupo modificador da resposta bioldgica (BRM) e tém sido
utilizadas como coadjuvantes no tratamento do cancer, potencializando a resposta
imunolégica do hospedeiro; ainda podem apresentar outras atividades importantes,
como antiviral, antimutagénica e anticoagulante. B-glucanas de elevada massa
molecular, insoliveis em solucbes aquosas neutras, podem ter essa condi¢cao
revertida com a insercdo de grupos quimicos tais como carboxila e sulfato. Essa
modificacdo gera ndo somente moléculas mais sollveis, mas principalmente com

atividade biolégica.

Portanto, devido a destacada importancia dos polissacarideos,
principalmente aqueles de origem microbiana, o presente estudo teve como
propésito a producdo e caracterizacdo quimica de exopolissacarideos obtidos de
isolados do género Botryosphaeria, coletados de frutas tropicais em decomposicao.
Acreditando na futura aplicacdo biotecnolégica, o exopolissacarideo do melhor
produtor foi quimicamente modificado por sulfatacdo e analisado como
anticoagulante. Tem sido observado que o uso prolongado da heparina, o
anticoagulante mais utilizado, pode apresentar alguns problemas relacionados com
sangramento e por isso a obteng¢do de novas moléculas com esta funcéo biologica

se faz necessaria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

— Produzir, purificar e caracterizar estruturalmente exopolissacarideos de
diferentes isolados do género Botryosphaeria coletados de frutas tropicais e realizar
testes de atividade bioldégica com o expolissacarideo modificado, obtido do melhor

produtor.

2.2. Objetivos Especificos:

— Avaliar a producdo de exopolissacarideos (EPS) dos diferentes isolados
cultivados em sacarose comercial como Unica fonte de carbono;

— Purificar os EPS até a homogeneidade por cromatografia de filtracdo em gel;
— Efetuar hidrélise acida dos EPS para determinacdo de seus constituintes
monossacaridicos;

— Determinar a configuracao das ligacdes glicosidicas dos EPS por FTIR e RMN-
13C;

— Realizar andlise de metilagdo acoplada a espectrometria de massa para
determinar a posicao das ligacdes glicosidicas;

— Analisar a conformacéo estrutural dos EPS pelo método do Vermelho Congo;
— Encontrar as condicfes ideais para a sulfatacdo do EPS do melhor produtor;

— Quantificar o grau de sulfatacdo por método turbidimétrico e por hidrélise do
EPS sulfatado;

— Determinar a atividade anticoagulante do EPS sulfatado e n&o sulfatado por

ensaios classicos de coagulacao, utilizando a heparina com referéncia
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Por que os microrganismos produzem exopolissacarideos?

Entre os microrganismos, a habilidade para a producdo de
polissacarideos € encontrada em diferentes espécies, tanto procariotos (bactérias e
cianobactérias), quanto eucariotos, tais como fungos e leveduras (SUTHERLAND,
2001). Como todo carboidrato, a funcao principal de um polissacarideo € servir como
fonte de reserva energética e de carbono para os processos metabdlicos, mas
muitos também participam da formacé&o de estruturas celulares ou facilitam o contato

entre organismos.

Na natureza, algumas espécies microbianas sdo capazes de
secretar polissacarideos para o0 meio ambiente, que podem, por exemplo, auxiliar na
aderéncia de um microrganismo patogénico durante a infecgcdo em uma planta ou
animal (SUTHERLAND, 1998). Além disso, os exopolissacarideos (EPS) também
podem proteger contra ataques de organismos, como bacteriéfagos ou protozoarios
ou evitar desidratacdo das estruturas celulares (SUTHERLAND, 1998; RUAS-
MADIEDO, HUGENHOLTZ, ZOON, 2002).

Exopolissacarideos microbianos podem ser a base para a formacéo
de biofilmes onde diferentes comunidades microbianas, tanto procaridticas quanto
eucarioticas se alojam para se fixar sob superficies solidas (SUTHERLAND, 1998;
MATA et al., 2008). As bactérias vivem predominantemente associadas dessa
maneira, 0 que pode ser visto como uma estratégia ecologica contra o0 estresse
quimico e fisico gerado pelas mudancas ambientais causadas pelo homem.
Biofilmes marinhos bacterianos também podem servir para a sustentacdo de outros
organismos, como pequenos invertebrados marinhos (ORTEGA-MORALES et al.,
2007).

Polissacarideos extracelulares produzidos por fungos ligninoliticos
desempenham papel importante no processo de degradacdo de xenobidticos, uma

vez que imobilizam as enzimas extracelulares. O gel formado por estes biopolimeros



23

impede a desidratagcdo da hifa e permite adeséo entre as células ou a adesédo destas

as superficies, além de selecionar moléculas do meio (BARBOSA et al.,2004).

Para que a associagao ecoldgica micorrizica entre uma planta e um
fungo possa ocorrer, € preciso uma interacao especifica entre o micobionte (fungo) e
as células hospedeiras. Observacbes citologicas tém mostrado a presenca de
material fibrilar contendo polissacarideos e glicoproteinas ligando o fungo as células.
O estudo de producado de polissacarideos sollveis em agua de micélio micorrizico
foi realizado com 22 espécies, sendo que seis mostraram-se capazes de produzir

polissacarideos extracelulares (OSAKU et al., 2002).

Sinorhizobium meliloti € uma bactéria gram negativa do solo, que
provoca nodulos de fixagdo de nitrogénio em raizes de plantas leguminosas.
Estudos demonstraram que durante a fixacdo na célula hospedeira para o processo
simbidtico, este microrganismo secreta diferentes substancias, e entre elas um

exopolissacarideo denominado de succinoglucano (SHARYPOVA et al., 2006).

EPS de microrganismos nativos de regides geladas podem servir
como uma estratégia evolutiva para manutencdo desses organismos no ambiente,
pois parecem conferir protecdo contra baixas temperaturas (SELBMAN et al, 2002).
De acordo com Nevot e colaboradores (2006) bactérias do género
Pseudoalteromonas, encontradas na Antartida, mostraram capacidade de producéo

de grandes quantidades de EPS no ambiente.

Em ambientes salinos, € possivel encontrar microrganismos que
produzem grandes quantidade de EPS, como bactérias do género Halomonas
(MATA et al., 2006) e cianobactérias isoladas de atol marinho na regido da Polinésia
Francesa (RICHERT et al.,2005), que provavelmente devem tornar possivel o
desenvolvimento dos microrganismos nessas condicdes. Nos dois casos 0s

pesquisadores observaram também a presenca de proteinas ligadas aos EPS.

Os exemplos acima demonstram a importancia desse tipo de
molécula para o desenvolvimento microbiano nos ambientes. Pode-se dizer que na
natureza, a biossintese de exopolissacarideos esta diretamente relacionada a

capacidade de sobrevivéncia do microrganismo.
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A producdo de EPS pelos microrganismos € extremamente
interessante do ponto de vista biotecnoldgico, pois essas moléculas costumam ser
produzidas em condi¢cdes extremas, para manter a presenca do microrganismo em
um determinado ambiente. Sendo assim, elas podem possuir caracteristicas
quimicas e fisicas que permitem suas aplicagbes em diferentes processos

industriais.

3.2. Caracterizacdo quimica dos exopolissacarideos

Embora alguns EPS tenham sido descritos, nem todos foram ainda
corretamente caracterizados. Conseqlentemente, a diversidade quimica e
propriedades funcionais sdo pouco entendidas. Como essas moléculas ocorrem na
natureza como misturas heterogéneas dos componentes celulares ou como
secrecdes, faz-se necessario primeiro isolar, purificar e caracterizar estruturalmente
estes polissacarideos (CORRADI DA SILVA et al., 2006), para posterior aplicacédo

nas diferentes areas.

As caracteristicas que devem ser determinadas s&o principalmente
os tipos de unidades monossacaridicas, 0 numero de residuos por molécula, tipo de
configuracdo dos residuos (D ou L), posicdes das ligacdes glicosidicas entre
residuos e a configuragcdo anomérica das ligacdes glicosidicas. Diferentes técnicas
sao utilizadas, sejam sozinhas ou em conjunto, para determinacdo dessas
caracteristicas, hidrélise é&cida ou enzimatica, metilagdo, espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, cromatografia

gasosa, polarimetria, etc (PAZUR, 1994).

Para investigar propriedades e reacdes desses biopolimeros, é
primeiro necessario produzir, para entdo isolar a molécula desejada e purifica-la até
a homogeneidade. Um polissacarideo é considerado puro se apés ser isolado por
dois procedimentos diferentes, as preparacfes resultantes possuirem as mesmas

propriedades quimicas, fisicas e biologicas (PAZUR, 1994).
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O comportamento dos polissacarideos na filtracdo em gel oferece
informacdes acerca da pureza da preparacao polissacaridica e a simetria no pico de
eluicdo demonstra se as moléculas sdo homogéneas (BOYER, 1993; CORRADI DA
SILVA et al., 2005)

A estrutura primaria de um EPS é definida pela sua composi¢cédo
monossacaridica, a sequéncia do tipo de anel dos monossacarideos constituintes,

tipo de ligacao glicosidica, entre outras caracteristicas (PAZUR, 1994).

Nenhuma técnica sozinha € capaz de determinar todos esses
parametros, sendo necessaria uma combinacdo de metodologias. Todas as
estratégias para determinacao estrutural incluem uma despolimerizacdo total ou
parcial por hidrélise acida com diferentes tipos de acidos, temperaturas e tempos.
Estes tratamentos produzem mono ou oligossacarideos que sao posteriormente
analisados por cromatografia. Na cromatografia liquida de alta pressdo em troca
anidnica (HPAEC) a coluna cromatografica tem uma matriz polimérica basica
caracterizada por alta estabilidade quimica e seletividade, determinada pela fase
movel. A separacdo é realizada em um pH altamente alcalino e a deteccdo é
alcancada por monitoramento da mudanca de carga elétrica devido a oxidacdo dos
acucares na superficie de eletrodos localizados em um detector de amperometria
pulsada. Este procedimento & muito sensivel e seletivo para a analise de
comportamento de aclUcares em seu estagio nativo (RUAS-MADIEDO,
HUGENHOLTZ, ZOON, 2002).

A utilizagdo do HPAEC/PAD é uma ferramenta valiosa para a analise
e separacdo dos carboidratos, ndo derivatizados, em niveis de nanomoles (nmol).
As colunas empregadas devem ser especificas para a separacdo e analise de
mono-, oligo- e polissacarideos de baixa massa molecular. Portanto, a primeira
medida a ser tomada a respeito da analise estrutural de um polissacarideo é
conhecer seus residuos monossacarideos (NELSON, COX, 2000; CORRADI DA
SILVA et al., 2006) e a andlise do hidrolisado depende do equipamento disponivel
no laboratorio (BARBOSA et al., 2003).

A metilagdo é uma técnica utilizada com o objetivo de estabelecer a

posicdo da ligacdo glicosidica e o tipo de anel dos agucares constituintes. A técnica
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envolve a permetilagdo de todas as hidroxilas livres dos acgucares, seguida da
liberacdo de monossacarideos metilados por hidrolise ou metandlise. A reducao
seguida da acetilacdo permite que esses derivados metilados sejam analisados por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Padrées de fragmentacéo
caracteristicos de agucares individuais sdo obtidos pela combinacdo de c.f.g. — e.m.
(cromatografia em fase gasosa — espectrometria de massa) (MONTREUIL et al.,
1994).

Embora a metilacdo seja considerada um dos principais métodos
para estudar a estrutura dos carboidratos, ndo é capaz de proporcionar informacao
adequada a respeito da configuragdo anomérica e do arranjo espacial das varias
unidades monossacaridicas. Por isso, é utilizada a ressonancia magnética nuclear
na determinacdo da estrutura. Esta técnica baseia-se na observacéo de que nucleos
magnéticos tais como 'H, *3C, *'P e N podem absorver energia em frequiéncias
caracteristicas, quando colocados em um campo magnético forte. A frequéncia de
ressonancia de um nucleo particular, expressa como deslocamento quimico (9), é
sensivel ao ambiente quimico da molécula, tornando a RMN uma técnica
valiosissima para estudos estruturais (GORIN, 1980; MONTREUIL et al.,, 1994).
Cada molécula tem um espectro de RMN caracteristico que pode ser usado como
uma impresséo digital (fingerprint) da mesma. Outra grande vantagem desta técnica
€ 0 seu carater ndo destrutivo, tornando-a uma das primeiras técnicas escolhidas
para a caracterizacéo estrutural (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

A espectroscopia no infravermelho acoplada ao transformador
Fourier (FT-IR) € uma técnica utilizada para detectar variacbes nos estados de
energia vibracional das moléculas (KACURACOVA et al., 2002; WOLKERS et al.,
2004). As frequéncias vibracionais sdo especificas para cada grupo funcional,
sensiveis ao ambiente molecular, conformacdo e -caracteristicas das cadeias,
tornando a espectroscopia um bom método para analises de biopolimeros
(CAMPBELL, WHITE, 1989).

Embora o espectro no infravermelho seja caracteristico da molécula
como um todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou
menos na mesma frequéncia, independentemente da estrutura molecular. A

presenca dessas bandas caracteristicas de grupos permite a obtencdo, através de
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simples exame do espectro e consulta a tabelas, de informacgdes estruturais Uteis, e

é neste fato que se baseia a identificacdo de estruturas (SANDULA et al., 1999).

O FT-IR é uma técnica utilizada com sucesso para polissacarideos
(BARBOSA, et al.,, 2003; CORRADI DA SILVA et al., 2006) sendo usualmente
restrito a identificacdo de caracteristicas estruturais especificas, como a
configuracéo das ligacdes glicosidicas, a presenca de acido urdnico, através do sinal
caracteristico da carboxila e até mesmo a presenca de proteina (GRAY et al., 2000).

Grau de ramificacdo, massa molecular e conformacdo dos
polissacarideos sédo alguns dos fatores fisico-quimicos que podem influenciar no
efeito dessas moléculas sobre o organismo (YOUNG, JACOBS, 1998; LEUNG et al.,
2006). Tripla hélice, hélice simples e randdmica sdo os tipos de conformacdes
apresentadas pelos polissacarideos quando em solucdes aquosas e de acordo com
Mueller e colaboradores (2000) as conformacdes em hélice podem ser reconhecidas
por receptores celulares. Varios estudos sugerem que a tripla hélice é a
conformacao mais bioativa (YOUNG, JACOBS, 1998).

Algumas metodologias podem ser adotadas para estudar o tipo de
conformacado, baseando-se principalmente na interacdo entre o EPS e o corante
Vermelho Congo, na presenca de concentracdes crescentes de NaOH (0,05 M a 0,5
M) (OGAWA, et al., 1972). Esta analise pode determinar a presenc¢a ou nao da tripla
hélice, importante para as aplicacbes bioloégicas. A figura 1 mostra
esquematicamente como estas conformacdes podem estar distribuidas pelas

moléculas.
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Figura 1 — Tipos de conformacédo adotados por cadeias de polissacarideos (Fonte:
KULICKE, LETTAU, THIELKING, 1997 apud MENDES, 2008).

A pesquisa de exopolissacarideos microbianos envolve uma série de
estagios, incluindo selecdo de cepas, producéo (processo fermentativo), otimizacéo
do processo, determinacdo estrutural e analise de conformacdo, estudos das
propriedades fisico-quimicas, biologicas e aplicagBes industriais. A busca por
tecnologias limpas tem levado ao interesse cada vez maior na utilizagdo dessas
moléculas como fontes renovaveis. Estes polimeros, com estruturas complexas e
diferentes propriedades, podem ser substitutos eficientes para aqueles derivados de
plantas ou algas (KUMAR, MODY, 2009).
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3.3. Glucanas Fungicas

Com base em resultados provenientes da caracterizacdo quimica
dos polissacarideos alguns autores propdem a utilizacdo dessas macromoléculas
microbianas estruturais como marcadores para a classificacao taxondmica de fungos
filamentosos, leveduras e liguens (GORIN; SPENCER, 1970; TEIXEIRA, IACOMINI;
GORIN, 1995; CARBONERO et al., 2003; CARBONERO et al., 2005; PESSONI et
al., 2005).

Nos fungos os polissacarideos constituem um percentual importante
da biomassa, sendo responsavel por cerca de 75% da parede da hifa,
principalmente em basidiomicetos. Além de atuarem como um suporte para a hifa,
esses polimeros também podem constituir uma “capa” extracelular ao redor do
micélio (GUTIERREZ; PRIETO; MARTINEZ, 1996).

A maioria dos polissacarideos de fungos sdo homopolissacarideos,
ou seja, compostos por um unico tipo de monémero, normalmente glucose, reunidas
por ligagBes glicosidicas do tipo a ou B. No caso das glucanas, por exemplo, as
ligacdes entre suas unidades de glucose podem ser do tipo a-(1—3), a-(1—6), a-
(1—4); B-(1—3) ou B-(1—6), podendo conter ramificacbes ao longo da cadeia
principal (MOHACEK-GROSEV, BOZAC, PUPPELS, 2001).

Estes polimeros sé@o estruturas altamente ordenadas, diferenciando-
se pelo tipo de ligacdo glicosidica e massa molecular, caracteristicas estas que
conferem acdes bioldgicas e reoldgicas distintas a essa classe de biomoléculas
(CALAZANS et al., 2000; CORRADI DA SILVA et al., 2006; MORADALI et al., 2007).

Nos fungos, as glucanas podem contribuir para manter o pH 6timo
para enzimas, além de impedirem a desidratacdo das hifas e de regularem a
concentracdo de glucose extracelular. Essas moléculas ficam parcialmente
dissolvidas no meio de cultivo quando o fungo cresce em meio liquido (CORRADI
DA SILVA et al., 2006).

Predominantemente, as glucanas fungicas sdo componentes
estruturais, servindo de arcabouco para outros polissacarideos na formacao da

parede celular de leveduras e fungos.
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Poucos fungos descritos sdo capazes de produzir a-glucanas
(CORRADI DA SILVA et al., 2006), porém entre esses tipos de exopolissacarideos
destaca-se a pululana, produzida pelo Aureobasidium pullulans e, atualmente,

considerada como um produto industrial emergente.

O pululana é uma glucana soltvel constituida por unidades de
maltotriose, a (1—4), alternadas por residuos glucopiranosidicos a (1—6) ligados,
com conformacao randémica e que serve de modelo de estudo do comportamento
de polissacarideos soliveis em solucbes aquosas (SINGH et al., 2008).
Dependendo da proporcao dessas ligacées na cadeia do polimero as propriedades
fisicas da molécula variam, tais como: flexibilidade da estrutura, aumento da
solubilidade em agua e capacidade de formacao de filme e fibra (BONGIOVANI,
2008).

O fungo Tremella mesenterica também € produtor de uma a-
glucana, com ligacdes do tipo (1—4) e (1—6) na proporgéo de 2:1 e estruturalmente
muito semelhante a pululana. Alguns autores acreditam que a proporcao de ligaces
o-(1—4) e (1—6) possa variar em fungéo da linhagem fungica estudada, embora tais

variacfes nem sempre ocorram apos purificacdo (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Os principais tipos de polissacarideos fungicos sédo as B-glucanas
encontradas mais especificamente na parede celular de leveduras e fungos
filamentosos, como constituinte minoritario do citossol fangico e como polimero
secretado para o ambiente (WILLIAMS, 1997). Schizophyllum commune, Sclerotium
rolfsii, Sclerotium glucanicum, Monilinia fructigena, Botrytis cinerea sdo alguns dos
fungos filamentosos mais investigados e ue secretam (-glucanas com estrutura
molecular semelhantes e uniformes, mas que diferem substancialmente em suas

massas moleculares (RAU, 2004)

As glucanas mais estudadas sdo aquelas com ligagao B (1—3).
Efetivamente, estes polimeros exibem interessantes propriedades fisico-quimicas,
especialmente a capacidade de formacdo de géis, o que faz com que sejam
estudados para aplicagbes em alimentos. Entretanto, também apresentam

atividades associadas com aplicacbes médicas, farmacéuticas e cosmeéticas. Sao
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divididas em classes, dependendo de suas caracteristicas estruturais (LAROCHE,
MICHAUD, 2007).

Algumas homoglucanas sédo formadas por uma cadeia principal de
unidades glucopiranosidicas p-D-(1—3) ligadas com substituicbes em C-6 por
unidades simples p-D-glucopiranosidicas. A esquizofilana (produzida pelo
Schizophyllum commune) e a escleroglucana (sintetizada pelo Sclerotium
glucanicum) podem apresentar algumas diferencas na formacdo de microgéis,
mesmo apresentando a mesma estrutura quimica. A escleroglucana tem maior
tendéncia para formar microgéis, o que pode dificultar sua filtracdo e comportamento
de adsorcdo quando utilizada como aditivo na recuperagcdo de areas com
derramamento de 6leo. Neste caso, € mais interessante a aplicacdo da

esquizofilana, que ndo apresenta esse comportamento (RAU, 2004)

As glucanas que apresentam ligacdes do tipo B (1—3) e B (13,
1—6) sdo as mais descritas em artigos e patentes e apresentam estruturas lineares,
ramificadas ou ciclicas (LAROCHE, MICHAUD, 2007); sao alvo das pesquisas por
seus efeitos imunoldgicos e farmacologicos (VETVICKA et al., 2008).

O principal componente encontrado no extrato aquoso do corpo de
frutificacdo de Boletus erythropus foi uma glucana contendo residuos
glucopiranosidicos B(1->3) ligados com substituicio em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp, na frequéncia de 1:3 (CHAVEUAU et al.,, 1996). O fungo
Pestalotia sp. 815 quando cultivado em meio contendo glucose, produz um
exopolissacarideo constituido por unidades glucosidicas, denominado de
pestalotana. Estudos quimicos e enzimaticos indicaram que esta exoglucana tem
uma estrutura muito ramificada, contendo uma cadeia principal constituida de
residuos glucopiranosidicos B-(1—3) ligados e substituidos em C-6 por residuos
glucosidicos em trés de cada cinco unidades da cadeia principal e, em menor
proporcao, por residuos gentiobiosidicos (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Véarios isolados do género Pleurotus foram investigados em relacao
a producdo de exopolissacarideos. Os estudos demonstraram as presencas de
homopolimeros e heteropolimeros, sendo o principal componente uma B-D-(1—3)

glucana com ramificacbes em C-6 por unidades B-D-glucopiranosidicas
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(GUTIERREZ, PRIETO, MARTINEZ, 1996). Fungos deste grupo de basidiomicetos
sdo bastante utilizados na culinaria asiatica e estudos recentes mostram que as
glucanas, apresentam atividade antimutagénica quando sulfatadas (MANTOVANI et
al., 2008).

Amaral e colaboradores (2008) caracterizaram através de analises
de metilagéo, ressénancia magnética nuclear de H e *3C e degradacéo controlada
de Smith, uma glucana solivel em agua, obtida do Ganoderma resinaceum, como
tendo uma cadeia principal de unidades glucopiranosidicas B-(1—3) ligadas e
altamente substituidas em C-6 por cadeias laterais de residuos glucopiranosidicos
O-4 ligados. Glucanas com esse tipo de estrutura ainda nédo haviam sido descritas

em basidiomicetos.

As glucanas B-D-(1—3) e B-D-(1—3, 1—6) tém mostrado possuir
diferentes conformacfes em solucao: randémica (ao acaso), hélice simples ou tripla-
hélice (FARINA et al,. 2001), estando este Gltimo tipo relacionado com a atividade
bioldgica dessas moléculas (DU et al., 2004; CORRADI DA SILVA et al., 2005),
além da frequiéncia e complexidade das ramificacbes bem como a massa molecular
(DU et al., 2004; DONG, JIA, FANG, 2006).

Tem sido descrito que glucanas B-D-(1—-3) com conformagéo
helicoidal tripla formam complexos com o corante Congo Red em solugdes alcalinas
diluidas. A formacdo do complexo vermelho congo-glucana pode ser acompanhada
por mudancas no comprimento de onda de maximo absorcdo do Vermelho Congo
(DONG, JIA, FANG, 2006).

Segundo Zhang e colaboradores (2002) muitas glucanas B-D-(1—3;
1—-6) adotam conformacdes helicoidais ordenadas em solugdo aquosa e, em um
ambiente alcalino, podem ter estas estruturas desnaturadas devido a quebra das
ligacBes de hidrogénio intra e intermoleculares, levando a reducédo da viscosidade
das solucgdes desses polimeros.

Dong, Jia e Fang (2006) estudaram uma [B-glucana, pouco soluvel
em agua, denominada HEP 3, isolada do fungo comestivel Hericium erinaceus. As

anélises de metilacdo, FT-IR e ressonancia magnética nuclear de **C, mostraram
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gque a estrutura era composta por uma cadeia principal de residuos
glucopiranosidicos unidos por ligagdo B-D(1—3), com ramificacdes de unidades
glucosidicas em O-6, a cada trés residuos da cadeia principal. A solucdo do
polimero com conformacéo em tripla hélice era desorganizada na presenca de um
ambiente alcalino, acompanhada pela mudanca na viscosidade intrinseca da
solugcdo, como consequéncia da quebra gradual das ligacdes de hidrogénio na

presenca de NaOH.

B-D-(1—6) glucanas podem ser encontradas na parede celular de
leveduras como Saccharomyces cereviseae (KLIS et al., 2002) entretanto, a
presenca desse tipo de polimero como produto de excrecao é bastante raro. Sassaki
e colaboradores (2002) relataram que o fitopatdbgeno Guignardia citricarpa secreta
um polissacarideo identificado como B-D-(1—6) glucana, semelhante a pustulana

isolado do liqguen Umbilicaria pustulata.

Apesar da necessidade de extracdo dos polissacarideos da parede
celular ou corpo de frutificacdo da maior parte dos microrganismos, varias glucanas
podem ser lancadas diretamente no meio de cultivo. Essa caracteristica da producao

facilita a aplicacdo em escala industrial e torna o processo menos dispendioso.

3.4. Importancia biotecnoldgica dos exopolissacarideos

Recentemente, os polissacarideos microbianos, tém recebido
consideravel atencdo devido ao seu potencial de uso em uma ampla variedade de
areas industriais (METHACANON et al., 2005), podendo ser aplicados como
emulsificantes,  estabilizantes,  geleificantes, lubrificantes ou  biofilmes
(SUTHERLAND, 1998; SHAH et al., 2000; GORRET et al., 2003). Dentre eles,

destacam-se os exopolissacarideos.

Alguns tipos de exopolissacarideos ja sao aceitos e produzidos por
biotecnologia, enquanto outros ainda estdo em fase de estudo. O uso de cada
polimero varia bastante, mas existe um grande interesse nesses compostos como

potenciais substitutos das gomas derivadas de plantas (SUTHERLAND, 1998),
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principalmente pela producdo dos EPS microbianos ocorrer independente de
variacOes climaticas, pelos EPS serem recuperados e purificados mais facilmente e
também pela possibilidade de utilizacdo de processos fermentativos que levem a
obtencdo de altas concentragdes do produto puro (SELBMANN, CROGNALE,
PETRUCCIOLI, 2002). Além disso, podem ser produzidos durante o ano todo e nao
necessitam de ambientes geograficos especificos, como ocorre com as plantas
(KHAN et al., 2007).

De acordo com Saude, Junter (2002), a producdo de
exopolissacarideos em escala industrial pode se tornar mais viavel economicamente
desde que sejam elucidadas suas caracteristicas quimicas e fisicas, determinando

sua estrutura e seu comportamento reoldgico dentro de grandes biorreatores.

Vérias bactérias vém sendo exploradas para a producdo comercial
desses polimeros para fins de aplicacdo em produtos alimenticios, cosméticos e
medicamentos, principalmente devido ao seu alto grau de viscosidade e incluem
xantana, dextrana e gelana (SUTHERLAND, 2001; BARBOSA et al.,, 2003).
Inicialmente, houve um desenvolvimento mais acentuado sobre a producdo de EPS

produzidos por bactérias e posteriormente, por fungos (BARBOSA et al., 2004).

O exopolissacarideo mais importante, obtido por fermentacéo, foi a
dextrana, descrito por Scheibler em 1874. Possui a formula geral (Ce¢H1005)n, €
produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides, isolada e nominada pela
primeira vez por Van Tieghen em 1880. Somente em meados do século XX,
Gronwall e outros pesquisadores descreveram 0 uso e processos de fabricacao de
dextrana. Portanto, foi a partir da dextrana que se iniciou e se desenvolveu o estudo

dos exopolissacarideos microbianos (BARBOSA et al., 2004).

A experiéncia de aplicacdo de exopolissacarideos neutros como
polimeros bioativos comecgou a partir de 1944, com a utilizagdo da dextrana como
substituinte de plasma sanguineo. Estas preparacfes sao destinadas a manter o
volume de sangue circulante bem como a pressdo osmotica em casos de perda
macica de sangue (SHINGEL, 2004).

Na verdade, o termo dextrana coletivamente pode ser referido a uma

grande classe de glucanas extracelulares produzidas ndo somente por Leuconostoc,
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mas também pelos géneros Lactobacillus e Streptococcus, consistindo de cadeias
lineares glucopiranosidicas a-1—6 com ramificagdes do tipo a-1—2, a-1—3 ou a-
1—4, resultando em uma estrutura altamente ramificada (KHAN et al., 2007). As
dextranas apresentam grande potencial para aplicagdo em varios produtos
alimentares, servindo como estabilizantes e inibidores de cristalizagdo em sorvetes

ou como agentes geleificantes em gomas e geléias (KHAN et al., 2007).

A xantana, produzida pela bactéria Xanthomonas campestris, € o
exopolimero mais produzido comercialmente, sendo extensivamente estudado e
utilizado em diferentes tipos de aplicac6es industriais, devido ao seu alto grau de
viscosidade (MORRIS et al.,, 2001; SILVA et al.,, 2009). Esta goma é um
heteropolimero constituido por unidades B-D-glucopiranosidicas 4-O substituidas,
com unidades pentassacaridicas repetitivas ao longo da cadeia principal; formadas
por unidades de glucose alternadas com substituicdo em O-3 por uma ramificacéo
trissacaridica: manose: acido glucurénico: manose (GARCIA-UCHOA et al., 2000;
BONGIOVANI, 2008).

Outro biopolimero denominado de goma idutana foi isolado de
bactérias do género Sphingomonas, apresentando caracteristicas de viscosidade
semelhantes a xantana, despertando interesse em sua aplicacdo na recuperacéo
terciaria do petroleo (NAVARRETE, SHAH, 2001).

Os microrganismos laticos  Streptococcus  thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii sdo utilizados em conjunto, como culturas iniciais na
producdo de iogurte, sendo que a textura cremosa deste composto parece estar
ligada com a producdo de exopolissacarideo pelo S. thermophilus (NAVARINI,
2001).

Algumas espécies de cianobactérias tém demonstrado capacidade
para produzir grande quantidade de exopolissacarideos (SHAH et al., 2000). De
acordo com Richert e colaboradores (2005) estudos tém sido realizados com EPS
cianobacterianos, como os produzidos por Cyanospira capsulata e Aphanotehce
halophyta, e que apresentam comportamento viscoso semelhante a xantana.

Segundo ainda os mesmos autores, EPS produzidos por Anabaena sp e que
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possuem capacidade de se ligar a ions metalicos, podem ser aplicados com sucesso

no tratamentos de aguas residuais de industrias.

Outros tipos de bactérias, pertencentes aos géneros Agrobacterium
e Rhizobium, podem sintetizar diferentes EPS sob condi¢cdes fisiologicas
apropriadas, como a curdulana, de peso molecular relativamente baixo (VILLAIN-
SIMONNET, MILAS, RINAUDO, 2000).

A curdulana é uma B (1—3) glucana linear neutra, produzida e
excretada como um metabdlito secundario principalmente por Agrobacterium.
Apresenta-se insolivel em agua, alcodis e maioria dos solventes organicos, mas é
solivel em NaOH, DMSO (dimetilsulfoxido) e acido férmico. Apresenta capacidade
para formar diferentes tipos de géis dependendo da temperatura: em até 55 °C
forma géis mais fracos, enquanto que temperaturas em torno de 80-100 °C
aumentam a forca dos géis, tornando-os firmes e resistentes. A temperatura de
autoclavacdo (120 °C) leva a formacdo de estrutura em tripla hélice (LAROCHE,
MICHAUD, 2007).

Esse polimero apresenta propriedades fisico-quimicas interessantes
do ponto de vista industrial, tendo potencial para ser utilizado como aditivo alimentar
em pequenas quantidades, contribuindo para a melhoria da estabilidade e da
qualidade de inumeros produtos alimenticios. Apresenta também, consideravel
potencial de uso na area médica, na producdo de medicamentos contra infec¢des e

como agente anticoagulante e antitrombaético (CUNHA et al., 2004).

Outro exemplo interessante de exopolissacarideo € a gelana,
produzida pela bactéria Sphingomonas paucimobilis (Pseudomonas elodea) sob
condigcbes de cultivo submerso e aerdbico. Esse polimero é composto por
sequéncias repetidas tetrassacaridicas de glucose, raminose e acido glucurénico,
dispostas como B (1—3)-D-glucose, B (1—4)-D-glucuronato, B (1—3)-D-glucose e a
(1—4)-L-raminose. O polissacarideo forma um gel elastico devido a presenca de
grupos O-acetil e O-gliceril, enquanto que a deacetilacdo origina géis mais firmes
(KUMAR, MODY, 2009).

A gelana pode ser aplicada como um substituto do agar em cultivos

para microrganismos, principalmente termdéfilos ou em cultura de tecidos vegetais,
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sendo necesséria metade da quantidade de gelana, em comparagdo ao agar, para
formacdo de gel firme. As propriedades fisico-quimicas encontradas na gelana
proporcionam sua utilizacéo pelas indastrias alimenticia, farmacéutica e outras, pois
pode ser usada, além de gelificante, como texturizante, estabilizante, espessante e
emulsificante. Também apresenta sinergismo com outros polimeros, como a gelatina
e a goma arabica (KUMAR, MODY, 2009).

Os EPS fungicos, como escleroglucana, epiglucana, lentinana e
esquizofilana, sdo estudados principalmente em relacdo as funcdes biologicas e
farmacolbgicas que apresentam. Muitas propriedades médicas e terapéuticas sao
atribuidas aos polissacarideos presentes em fungos basidiomicetos, mas os
ascomicetos também vém sendo estudados neste sentido (BARBOSA et al., 2003;
STELUTI et al., 2004; CORRADI DA SILVA et al., 2005; MIRANDA et al., 2008).

Dentre os EPS produzidos por fungos, os que apresentam destaque

do ponto de vista comercial e industrial séo a escleroglucana e a pululana.

A pululana é uma a-glucana produzida pelo Aerobasidium pullulans,
mas que foi também caracterizada em outros microrganismos, como cepas de
Cryphonectria parasitica, um fungo fitopatogénico de castanheira (DELBEN et al.,
2006).

De acordo com Sutherland (1998) a pululana é resistente ao 6leo e
pode ser aplicado em pocos de petrdleo. Forma filmes solUveis em agua com baixa
permeabilidade ao oxigénio, e pode por isso revestir alimentos, retendo o sabor e
aparéncia. Solu¢cbes deste EPS podem também ser usadas para formar coberturas,
sem odor e sabor, sobre alimentos. Este polimero é também um bom adesivo e
pode ser usado na preparacdo de fibras, como um componente de sistemas
aguosos bifasicos. Pode ser usado para preparar padrdes de massa molecular de
baixa disperséo para calibrar HPLC. Uma nova particularidade do uso de pululana é
como pré-biodtico para promover seletivamente o crescimento de Bifidobacterium spp
no intestino humano, seguindo sua incorporacdo sobre alimentos de dieta

especializada.

A escleroglucana é um exopolissacarideo neutro, naturalmente

solivel em agua e produzido por fermentacdo pelos fungos Sclerotium rofsii e
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Sclerotinia sclerotium. Apesar de exibirem alta viscosidade em solu¢cbes aquosas,
nao apresentam peso molecular muito alto, entretanto, apresentam estrutura
molecular em tripla hélice. Diferente da maioria das gomas naturais e sintéticas, esta
glucana mantém suas propriedades fisicas, incluindo a viscosidade, na presenca de
sais, em altas temperaturas ou pH extremos (2,5 a 12), o que pode favorecer sua
utilizacdo na industria. Polissacarideos similares a escleroglucana também podem
ser produzidos por leveduras (KUMAR, MODY, 2009).

3.4.1 Aplicacdes bioldgicas de glucanas fungicas

Os avancos cientificos em relacdo a producdo e utlizacdo de
substancias bioativas produzidas por microrganismos visam sempre a melhora da
gualidade de vida humana. Por exemplo em doencas neoplasicas onde as defesas
do organismo normalmente estdo diminuidas, podem ser aplicados polissacarideos
microbianos com atividade imunomoduladora, melhorando a funcédo das células do
sistema imunoldgico, que tém importante papel na eliminacdo local de tumores e das
células proximas aos tumores, resultando na inibicdo do crescimento e de metastase
(HAN et al., 1999, MANTOVANI et al.,, 2008; ZHANG et al., 2004). Esses
biopolimeros podem ser administrados durante o tratamento quimioterapico ou
antes, como acao preventiva contra os efeitos colaterais que as drogas podem

causar, durante o tratamento.

Com o intuito de desenvolver novas substancias antitumorais com
baixa ou nenhuma toxicidade, glucanas fungicas tem sido testadas, visando a
obtencdo de novos imunoterapicos que ndo apresentem efeitos colaterais (HAN et
al., 1999). As glucanas sao estudadas como componentes de um grupo de drogas
conhecidas como modificadores de resposta bioldgica (BRM), que influenciam a
resposta do hospedeiro por estimulagdo do sistema imune (BOHN e BeMILLER,
1995) e que entre outras fungbes, incluem efeitos antitumorais e prevencdo de
efeitos carcinogénicos (WASSER; WEIS, 1999; LEUNG et al.,, 2006; LAROCHE,
MICHAUD, 2007).
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As B-D-glucanas séo reconhecidas pelo sistema imunoldgico inato
de vertebrados atraves de receptores de superficie celular, designados
primariamente para o controle de patdogenos fangicos (BORCHERS, 2004). Elas
reconhecem e se ligam aos receptores de diversas células humanas, como
macrofagos, mondcitos, neutrofilos e células NK (Natural Killer) e, também, de
células ndo imunoldgicas como as endoteliais e os fibroblastos (BROWN; GORDON,
2003). A estimulacao do sistema imune pelas B-glucanas pode também promover
nos organismos efeitos contra virus, bactérias, fungos e parasitas, devido a ativacao
principalmente dos macréfagos (SHIN et al., 2007; ZHANG et al., 2003).

Trabalhos realizados com os basidiomicetos Agaricus blazei e
Lentinus edodes, alguns dos varios fungos utilizados na medicina popular japonesa
e chinesa na prevencao e tratamento de doencas como diferentes tipos de tumores
malignos, mostraram que o potencial desses fungos esta ligado com a producéo dos
polissacarideos. (LIMA et al., 2001; DELMANTO et al., 2001; CHEN et al, 2004).
Outro fungo deste grupo que também € utilizado nesse sentido é o Ganoderma
lucidum, que possue tanto exopolissacarideos, quanto endopolissacarideos (corpo
de frutificacdo) com aplicacdo antitumoral (BABITSKAYA et al., 2005).

Além de atividades imunoprotetoras, exopolissacarideos do tipo B-
glucanas, produzidos por diversas espécies de fungos, tém sido examinados em
relacdo as acbes antioxidante, antiviral, antiinflamatoria, anticoagulante e
antitrombdtica (ZHANG et al., 2005; CORRADI DA SILVA et al.,, 2006). Essas
glucanas podem apresentar algumas dessas acdes quando modificadas por
sulfatacao.

Glucanas de fungos parecem inibir estagios iniciais de infeccéo de
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) por virus de diferentes grupos taxonémicos.
Véarias glucanas foram isoladas da parede celular de Phytophora parasitica,
Phytophora megasperma e de Fusarium oxysporum e tiveram sua atividade antiviral
comparada quando as folhas de tabaco foram inoculadas com o virus do mosaico do
tabaco. Essas glucanas eram do tipo B (1—3, B1—6). A alta atividade apresentada
esta relacionada com um alto grau de ramificagdo em C-6 e com o tamanho e a
natureza glicosidica das cadeias laterais. A massa molecular e a organizacdo da

estrutura ndo sao essenciais para a atividade antiviral. Essas glucanas, portanto,
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séo consideradas como inibidores de infec¢do. Substancias antivirais sdo em grande

parte obtidas de microrganismos. (ROUHIER et al., 1995)

A liquenana, uma B (1—4) glucana linear do liquen Cetraria islandica
exibe atividade antiviral contra virus de varias espécies do género Nicotiana. As
glucanas foram efetivas quando adicionadas diretamente ao inéculo viral ou aplicada
varias vezes antes ou rapidamente depois da inoculacdo com o virus, mostrando
gue os estagios iniciais da infeccdo foram inibidos e que as glucanas ndo agem
diretamente sobre os virus, mas tornam o hospedeiro mais resistente a infeccao
(ROUHIER et al., 1995)

B- D (1—3)-glucanas de fungos sé@o capazes de causar efeitos
benéficos nas respostas pré-inflamatérias, indicando que podem regular a acdo de
mediadores da resposta inflamatdria, como as interleucinas (MANTOVANI et al.,
2008).

De acordo com Rocha e colaboradores (2007) o oxigénio tem um
significado fundamental para os organismos aerdbicos, pois participa de Varios
processos como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria, na biossintese de
moléculas como as prostaglandinas e na oxidacdo de substancias aromaticas, entre
outros. Os radicais livres e outros derivados ativos do oxigénio sado co-produzidos
nessas reacgfes bioldgicas e exercem papel fisioldégico importante, mas também
estdo envolvidos em varios processos deletérios ao organismo humano como o

cancer, a aterosclerose ou a artrite reumatoide.

Normalmente, 0s organismos aerdbicos possuem mecanismos
naturais fisioldgicos e bioquimicos de defesa contra os efeitos das espécies reativas
do oxigénio, através da producao de substancias antioxidantes. Entretanto, algumas
vezes esses mecanismos naturais ndo sao eficazes devido a grande quantidade de
radicais livres produzidos, portanto outras substancias podem ser utilizadas para
auxiliar na neutralizacdo maléfica desses compostos nas células (ROCHA et al.,
2007).

Os principais estudos de atividade antioxidante sdo centrados em
polissacarideos sulfatados de algas marinhas, mas algumas glucanas quimicamente

sulfatadas também estao sendo testadas com este fim (MANTOVANI et al., 2008).
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Alguns estudos mostram que os radicais livres podem estar
envolvidos nos processos de neurodegeneracdo em doencas como Parkinson e
Alzheimer e por isso diferentes moléculas podem ser testadas para minimizar a
presenca dessas substancias. Um exopolissacarideo denominado EPS 2 produzido
pelo fungo marinho filamentoso Keissleriella, apresentou efeitos protetores contra a
toxidade celular induzida pelo peréxido de hidrogénio em culturas de células,
linhagem PC12, de rato (SUN et al., 2005).

A heparina € um polissacarideo naturalmente sulfatado produzida
pelo organismo humano e animais, mas que para uso comercial é obtida a partir de
intestino de porco ou pulméo de boi, onde ocorre em baixas concentragdes. Esta
molécula é constituida por unidades repetidas de dissacarideos de glucosamina e
acido sulfoidurbnico com seqiiéncias menores contendo varios niveis de grupos
sulfo e acido glucurénico (ligacbes 1-4 com residuos de grupo sulfato em 2 e 6)
(TOIDA, CHAIDEDGUMJORN, LINHARDT, 2003). Sua atividade anticoagulante e,
possivelmente, antitrombdtica € mediada por co-fatores especificos do plasma como
antitrombina e co-factor Il da heparina. Uma sequiéncia pentassacaridica especifica
presente na estrutura da heparina é necessaria para sua atividade. Esta sequéncia
apresenta um padrdo especifico de sulfatacdo e composicdo monossacaridica, que
induz a ativagdo conformacional da antitrombina. A heparina exibe ainda um
mecanismo anticoagulante adicional que é resultante de uma ponte entre a protease
e a antitrombina. (MELO et al., 2008).

Entretanto, apesar do seu amplo uso a heparina apresenta alguns
efeitos adversos, como complicacdes de sangramento por uso prolongado e, além
disso, por ser obtida de animais, o risco de contaminagdo por microrganismos
especificos de animais € maior (MELO et al., 2004; WANG et al., 2007). Por isso, as
limitacbes apresentadas por esse medicamento estimulam a procura por drogas
mais seguras, vindos de outras fontes naturais o que explica os esfor¢cos para
desenvolver agentes anticoagulantes e antitrombdticos mais especificos e potentes
(BEGUIN, LINDHOUT, HEMKER, 1988; MARSH, APPADU, 2007).

Polissacarideos de origem microbiana naturalmente sulfatados ou
derivatizados por sulfatacdo, podem nao apresentar os efeitos colaterais da heparina

e atuarem como anticoagulantes eficazes. Polissacarideos de algas, naturalmente
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sulfatados, tém sido estudados para este fim. Recentemente, B-glucanas tem sido
guimicamente sulfatadas para serem aplicadas como agentes anticoagulantes
(ATHUKORALA et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que entre os polissacarideos modificados
por sulfatagdo quimica com acdo anticoagulante e/ ou antitrombdtica destacam-se
as glucanas sulfatadas, as galactoglucomananas, as galactomananas e dextranas
sulfatadas. Martinichen-Herrero e colaboradores (2005 A) estudando uma B-(1—3)
glucana, quimicamente sulfatada, observaram que o efeito anticoagulante deste
polimero era dose-dependente em todos os testes de coagulacdo empregados no
estudo e, além disso, a glucana sulfatada foi capaz de inibir a trombina diretamente.

A botriosferana, B-D-(1—3; 1—6) glucana, é um exopolissacarideo
produzido pelo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 quando cultivado em
diferentes fontes de carbono. Esse polimero apresenta atividade antimutagénica
guando produzido em glucose (MIRANDA et al., 2008). Procedimentos de sulfatacao
no botriosferana (MENDES, 2008), obtido em cultivos com frutose, geraram uma
molécula com atividade anticoagulante demonstrada pelos ensaios classicos de
coagulacdo APTT, TT e PT.

De acordo com VETVICKA et al., (2008), varias glucanas tém sido
descritas na literatura e, segundo o autor, ainda que as diferencas apresentadas por
esses polimeros sejam minimas € importante que cada uma delas seja avaliada em
relacdo as suas propriedades biolégicas antes que possam ser aplicadas na pratica

clinica.

Entretanto, a elevada viscosidade apresentada pelas solugbes de
algumas glucanas tem limitado as suas aplica¢fes, portanto, modificacfes quimicas
tém auxiliado na obtencéo de polimeros cujas solucdes sdo passiveis de ensaios de

atividade bioldgica.
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3.5. Sulfatacdo como procedimento de mudanca quimica em glucanas

fungicas: vantagens para a atividade biologica

Varias espécies de algas marinhas, animais (tanto invertebrados
quanto vertebrados), plantas e liquens apresentam polissacarideos naturalmente
sulfatados como componentes de suas estruturas celulares (SHANMUGAN, MODY,
2000; MULLOY et al., 2000; MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005 A e B). Essas
moléculas exibem diferentes funcdes nos tecidos de origem, como por exemplo,
reconhecimento celular (MULLOY, 2005). Algumas propriedades biolégicas tém sido
atribuidas a esses polimeros, entre elas estao as atividades antiviral, anticoagulante
e antitrombadtica tornando-os alvo de extensas pesquisas (MARTINICHEN, 2001;
TRENTO et al., 2001; PEREIRA et al., 2002; HUANG, ZHANG, 2005; ZUNIGA,
MATSUHIRO, MEJIAS, 2006). Entre os polissacarideos naturalmente sulfatados
estdo as glicosaminoglicanas, carragenanas, fucanas, galactanas e galactomanas
(MARTINICHEN, 2001).

Polissacarideos microbianos neutros, quando quimicamente
sulfatados podem exibir funcdes bioldgicas semelhantes aquelas apresentadas
pelos naturalmente sulfatados e, em alguns casos, até mesmo potencializar a acao
bioldgica, visto que a bioatividade apresentada pelas macromoléculas, quando em

solucédo, depende, entre outras caracteristicas, da estrutura quimica da molécula.

Entre os processos para obtencdo de novos polimeros estdo
agueles de derivatizacdo quimica como sulfonilacao, fosforilacdo, carboximetilacdo e
sulfatacdo. Essas reacdes tém sido utilizadas para melhorar a solubilidade assim
como potencializar a atividade biologica de B-glucanas de elevada massa molecular,
gque sao praticamente insoltveis em solu¢des aquosas neutras (BOHN, BeMILLER,
1995; RAMESH E THARANATHAN, 2003). Glucanas fungicas pouco sollveis do
tipo B (1—3) com acdo imunomoduladora quando administradas por via parental
(intravenosa ou intraperitoneal), podem apresentar reacdes colaterais indesejaveis
como formacgédo de granulomas ou microembolizacdo. A adicdo de grupos sulfatos
pode aumentar a solubilidade dessas moléculas e permitir, também, seu uso oral,
sem perda da atividade (SANDULA et al., 1999).
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As primeiras reacdes de sulfatagdo descritas na literatura foram para
os polimeros de celulose, dextrana, amido e quitosana (SOEDA et al, 2000,
MAHNER et al, 2001, MIHAI et al, 2001). Para o sucesso da derivatizacdo alguns
parametros, tais como reagente, temperatura e tempo de reagdo, devem ser
estabelecidos para o polimero de interesse. Entre os solventes mais utilizados para
a solubilizacdo das moléculas estdo formamida, dimetilformamida e dimetilsulfoxido.
Considerando que os carboidratos sédo facilmente hidrolisados por acido e que a
reacao de sulfatacdo ocorre em meio acido, deve-se assegurar a completa isencao
de &gua nos reagentes bem como a conducdo dos experimentos a baixa

temperatura.

Entre os reagentes de sulfatagcdo mais utilizados estdo o &cido
clorosulfénico em piridina — HCISO3.Piridina (GERESH et al., 2002) e complexo de
tribxido de enxofre em piridina — SOz Piridina (WU et al., 1998). A piridina por ser
uma base organica forte, pode atacar o polissacarideo nucleofilicamente,
enfraquecendo a ligagdo H-O e facilitando a entrada do agente sulfatante. Outra
possivel explicacdo seria que reacdo entre o complexo SOz e o0 polissacarideo
provavelmente comeca com a formacgédo de uma ponte de hidrogénio com a hidroxila
polissacaridica, o que aumenta a eletrofilicidade do enxofre e a nucleofilicidade do
grupo OH. O acido clorossulfénico pode reagir como um agente de sulfatacédo
sozinho ou pode formar um complexo com bases organicas doadoras. A estabilidade
do complexo formado depende da basicidade do composto organico usado e, por
sua vez, a reatividade da reacdo de sulfatacdo € influenciada pela estabilidade do
complexo. A piridina, como ja dito anteriormente, possui uma alta basicidade o que
conduz a formacdo de um sal Piridina.HCI estavel (MIHAI et al., 2001). O grau de
sulfatacdo, estabelecido com base no teor de enxofre, determina o percentual de
polissacarideo sulfatado (ALBAN, SCHAUERTE, FRANZ, 2002).

Estudos realizados com esquizofilana quimicamente sulfatada
mostraram que ocorreu a estimulacdo de células do baco, um 6rgdo do sistema
imunologico, entretanto houve perda de atividade antitumoral em células de
Sarcoma 180 (KOGAN, 2000).

Segundo Mihai e colaboradores (2001) o sulfato de dextrana atua

como um analogo do anticoagulante heparina, uma glicosaminoglicana, sendo
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menos ativo no retardo da coagulagédo, porém com acdo sistémica mais duradoura
gue a heparina; € também menos toxico que outros polissacarideos sulfatados. A
sintese de outros polimeros sulfatados tais como curdulana, uma B-(1—3) glucana
produziu uma molécula com efeito inibitorio sob virus, mas com baixa atividade
anticoagulante (ZHANG et al., 2000). Entretanto, Alban e colaboradores (1995) por
otimizacdo da reacdo de sulfatagcdo mostraram que a curdulana sulfatada também

apresenta atividades anticoagulante e antitrombotica.

A sulfatacao da pululana produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans
visou o0 obtencdo de um derivado com acdo anticoagulante, semelhante a
apresentada pela heparina. Entretanto o mecanismo de acao do polimero sulfatado
parece ser dependente da massa molecular, do grau de substituicdo e da
distribuicdo e posicdo dos grupamentos sulfato nos residuos de glucose (ALBAN,
SCHAUERTE, FRANZ, 2002).

Portanto, a derivatizacdo de glucanas por sulfatacdo oferece uma
oportunidade para potencializar a atividade biolégica ou mesmo desenvolver a
atividade em moléculas ndo bioativas, para que possam ser utilizadas como novos
agentes farmacolégicos (LU et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008). Vale ressaltar
gque o entendimento basico dos parametros moleculares de um polissacarideo
sulfatado em solugcdo aquosa € essencial para a interpretacdo do tipo de atividade
biolégica (HUANG, ZHANG, 2005).

3.6. Fungos do género Botryosphaeria

Os fungos do género Botryosphaeria sdo ascomicetos
fitopatogénicos, com ampla distribuicdo mundial, causadores de doencas em plantas
de importancia econdmica, danificando diversas madeiras comerciais, arvores
frutiferas e ornamentais. Sua fitopatogenicidade é caracterizada por lesbes
necréticas no tronco e nos galhos, com intensa producdo de gomose, levando a
morte progressiva do apice das arvores, denominado dieback. Por se tratar de um
microrganismo com duplo estagio de propagacdo em seu ciclo de vida, fungos da

familia Botryosphaeriaceae podem ser encontrados tanto no estagio anamorfo
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(sexuado), denominado Lasiodiplodia theobromae ou Botryodiplodia theobromae,
guanto no estagio teleomorfo (assexuado), denominado Botryosphaeria
(SALDANHA, 2006).

Os fungos do género Botryosphaeria tém sido estudados
principalmente como patégenos de eucalipto (YUAN, MOHAMMED, 1997), acacia
(ROUX, WINGFIELD, 1997) e de éarvores frutiferas tais como pessegueiro,
mangueira, macieira (LI et al., 1995; MASCARENHAS et al., 1995; RAMOS et al.,
1997), podendo infectar varias partes da planta hospedeira como caule, folhas e

frutos, em diferentes estagios do desenvolvimento.

O Botryosphaeria ribis € um dos fitopatogenos de Eucalyptus
citriodora no Brasil (SILVEIRA et al.,, 1996) e também tem sido investigado como
agente para o controle biologico da erva daninha americana melaleuca (Melaleuca
quinquenervia), a qual é endémica no sul da Flérida (RAYACHHETRY, ELLIOTT,
1997). O fungo Botryosphaeria obtusa, causador de doengcas em macas, é produtor
de fitotoxinas (VENKATASUBBAIAH et al., 1991).

A espécie Botryodiplodia theobromae é uma das mais estudadas
guanto a patogenicidade, pois pode ser encontrada em varias partes do mundo,
infectando diferentes tipos de plantas de importancia econdmica (ENCINAS,
DANIEL, 1995; MASILAMANI, MUTHUMARY, 1996) Este fungo foi descrito como
um patdégeno facultativo que pode causar doencas tanto em plantas vivas, quanto

em frutos e vegetais armazenados.

Um isolado de Botryosphaeria selecionado previamente como
ligninolitico e identificado, recentemente, como Botryosphaeria rhodina MAMB-05, foi
caracterizado como produtor constitutivo de lacases e posteriormente observou-se
que o alcool veratrilico, um metabodlito secundario produzido por alguns
basidiomicetos ligninoliticos, exerce forte acao indutora na produgdo de lacases no
referido isolado (BARBOSA et al., 1996). Vasconcelos e colaboradores (2000),
otimizaram a producéo de lacase pelo B. rhodina, utilizando o alcool veratrilico como
indutor, através de planejamento fatorial e analise por metodologia de superficie de

resposta.

Dekker e Barbosa (2001) relataram pela primeira vez que o B.

rhodina MAMB-05 também produz um exopolissacarideo (EPS) responsavel por
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elevada viscosidade do meio de cultivo. Quando o microrganismo foi cultivado em
glucose, como unica fonte de carbono, o EPS produzido, denominado botriosferana,
teve sua estrutura determinada como sendo uma -p-D- (1—3;1—6) glucana, com
cerca de 22% de ramificagdes no carbono 6 (BARBOSA et al., 2003).

Steluti e colaboradores (2004) analisaram a influéncia de diferentes
fontes de carbono (glucose, frutose, galactose, manose, manitol, sorbitol, lactose,
sacarose, sacarose comercial e melaco de cana de acucar) sobre a producédo de
botriosferana e concluiram que a sacarose comercial favorecia a formacdo do

exopolissacarideo.

Corradi da Silva e colaboradores (2005) caracterizaram o0s
exopolissacarideos produzidos em sacarose e frutose e verificaram que o grau de
ramificacdo do EPS produzido pelo microrganismo crescido em sacarose foi de 21%
enquanto o do EPS produzido em frutose foi de 31% (Figura 2). Observaram, ainda,
gue esta caracteristica quimica conferia diferentes viscosidades as solu¢des desses
exopolissacarideos (BONGIOVANI, 2008).

R= residuos glucosidicos ou gentiobiosidicos.

Figura 2 — Estrutura quimica do exopolissacarideo produzido por B. rhodina MAMB-
05 em frutose como fonte de carbono (fonte: BONGIOVANI, 2008).
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Analisando a parede celular do B. rhodina MAMB-05, Corradi da
Silva e colaboradores (2008), isolaram trés D-glucanas que, apOs purificacdo por
técnicas cromatograficas e caracterizacdo quimica pelos métodos tradicionais da
guimica de carboidratos, foram estruturalmente identificadas como: B-(1—6)-D-

glucana, B-(1—3;1—6)-D-glucana e a-(1—4;1—6)-D-glucana.

Os primeiros estudos sobre atividade biolégica da botriosferana,
obtida em glucose como fonte de carbono, mostraram que este EPS ndo é
mutagénico e apresenta atividade anticlastogénica, hipoglicemiante e
hipocolesterolémica (MIRANDA et al., 2008). Estudos realizados por Giese e
colaboradores (2008) relataram que a botriosferana, obtido em glucose como fonte
de carbono, apresenta conformacao em tripla hélice, que tem sido descrita como
necessaria para a atividade biolégica de polissacarideos (FALCH et al., 2000;
LEUNG et al., 2006).

Saldanha e colaboradores (2007) determinaram as relacdes
genéticas entre nove isolados de Botryosphaeria ssp coletados de diferentes
espécimes vegetais através de técnicas de biologia molecular. A andlise das
sequéncias de nucleotideos da regido ITS mostrou oito isolados estreitamente
relacionados, os quais foram classificados como Botryosphaeria rhodina e um
isolado como Botryosphaeria ribis.

Neste trabalho, quatro dos isolados identificados como
Botryosphaeria rhodina (Saldanha et al.,2007) obtidos de laranja, manga, graviola e
pinha, foram utilizados para a producdo dos exopolissacarideos, que foram
caracterizados e um deles selecionado e quimicamente modificaoa para os ensaios
de atividade bioldgica. Nossa expectativa € que esse estudo seja 0 promotor da
investigacdo do potencial biotecnolégico desses isolados para a producdo de
polissacarideos que possam atuar como substrato para a sintese de novas drogas

terapéuticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Os principais reagentes quimicos utilizados para o preparo dos
meios de cultivo, das solucdes, das técnicas de caracterizacdo e de sulfatacédo foram
de grau analitico, adquiridos da Merck, Fluka ou Sigma. Os testes de atividade
anticoagulante foram realizados com kits Wiener (APTT e TT) e In Vitro Diagndstica
(PT).

4.2. EQuipamentos

As pesagens foram realizadas em balangas analiticas Mettler Toledo
AB204 e Micronal e semi-analiticas Gehaka BG-440 e Gehaka BG-2000.

A esterilizacdo de meios de cultivo, solucdes e vidrarias foram

realizadas em autoclave vertical Fabbe, modelo 103, a 121 T por 20 minutos.

A minipulag@o dos microrganismos e materiais estéries foi realizada

em camara de fluxo laminar Veco, modelo VLFS-09.

Os cultivos microbianos foram desenvolvidos nas incubadoras Nova
Etica 411D e orbital Cientec CT-712.

Para as concentracdes das amostras foi utilizado evaporador rotativo

Buchi, modelo R-114, com auxilio do banho-Maria Buchi, modelo B-480.

As centrifugacfes foram realizadas com a centrifuga Damon, modelo

HT e com a micro centrifuga Beckman.

As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas em

espectrofotometro Shimadzu modelo UV/Vis-1601.

As hidrolises do polissacarideo sulfatado foram realizadas em bloco

de aquecimento modelo Digi Block, Laboratory Devices INC.
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A cromatografia de exclusdo molecular foi desenvolvido em coluna
de vidro preenchida com gel de Sepharose CL-4B, com auxilio da bomba peristaltica
Pump P-1, Amersham Pharmacia Biotech.

As fragbes obtidas da coluna cromatogréafica foram coletadas com o

coletor Frac-100, Amersham Pharmacia Biotech.

As liofilizagbes dos materiais em estudo foram realizadas em

liofilizador modelo E.C, da Edwards.

As homogeneizacdes de amostras foram realizadas no agitador de

tubos AP56, da Phoenix, ou no agitador magnético da Fisatom.

O destilador utilizado foi da marca Quimis e deionizador da Water
Pro PS, marca Labconco.

4.3. Microrganismos

Os quatro isolados fungicos, obtidos de diferentes espécimes
vegetais (graviola, manga, pinha e laranja), foram morfologicamente identificados
como Lasiodiplodia theobromae pela Prof. Dr2 Maria Menezes da UFPE
(Universidade Federal de Pernambuco). Posteriormente foram molecularmente
classificados como Botryosphaeria rhodina (forma anamorfica) e denominados B.
rhodina MMGR (isolado de graviola, Annona muricata), B. rhodina MMMFR (manga,
Mangifera sp.), B. rhodina MMPI (pinha, Annona squamosa), e B. rhodina MMLR
(isolado de laranja, Citrus sp.) (SALDANHA et al., 2007).

4.3.1. Manutenc¢ao dos microrganismos

Os fungos foram mantidos em tubos inclinados contendo meio

batata-agar-dextrose (BDA) a 4°C e repicados trimestralmente.
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4.4. Cultivos microbianos para obtencéo dos exopolissacarideos (EPS)

4.4.1. Preparo do inoculo

Para o preparo do inéculo, os fungos foram transferidos para placas
de Petri contendo meio minimo de Vogel (VOGEL, 1956) acrescido de glucose 1%
(m/v) como fonte de carbono e 2% de agar(m/v). As placas foram incubadas durante
5 dias a 28+2C em estufa bacteriolégica. Apds este periodo, pe quenas porcdes de
hifas foram transferidas para trés frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 25 mL de
meio minimo liquido de Vogel, com 0,5% (m/v) de glucose, mantendo-se a
proporcdo 5:1 de ar:meio. Os frascos foram mantidos sob agitacdo a 180 rpm,
28%2<C por 48 horas. Decorrido este tempo, os micélios fungicos foram triturados em
um homogeneizador de células (blender) durante 30 segundos. A seguir, 0
homogeinato de células obtido foi centrifugado durante 20 minutos a 7000xg. Os
sobrenadantes foram decantados e o precipitado (massa celular) ressuspenso em
solucéo salina fisiolégica estéril, até se obter um valor de absorbancia entre 0,4 e 0,5
a 400 nm, de acordo com curva turbidimétrica padrdo previamente estabelecida,
para calcular a concentracdo de células necessérias para a producdo dos
exopolissacarideos.

4.4.2. Producéo dos exopolissacarideos (EPS)

Os cultivos foram desenvolvidos em frascos de Erlenmeyer de 2000
mL, em triplicata, contendo 400 mL de meio de Vogel e 5% (m/v) de sacarose
comercial como fonte de carbono, mantendo-se a proporcdo 5:1 de ar:meio . Cada
frasco foi inoculado com 16 mL da suspensédo de células em salina fisiologica estéril
(1 mL de homogeinato para cada 25 mL de meio). Os cultivos foram incubados a
28+2 °C por 72 horas.
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4.4.3. Interrupcao dos cultivos e recuperagcéo dos EPS

Os cultivos foram interrompidos por centrifugagao (7000g/20 min) a
4°C. Os sobrenadantes foram coletados em banho de gelo, tratados com trés
volumes de etanol absoluto gelado a 4°C, para precipitacao dos exopolissacarideos.
Depois de mantidos “overnight” em camara fria a 4°C, os precipitados de EPS foram
novamente centrifugados (7000xg/20 min), para retirar 0 excesso de etanol,
ressuspensos em Aagua deionizada, sob agitacdo constante e dialisados
exaustivamente contra agua destilada. Retirou-se entdo uma aliquota de 5 mL de
cada material, para as quantificacbes de acucares totais, acUcares redutores e

proteinas.

O restante de cada material foi congelado e liofilizado para as
demais anadlises, tendo a sua massa calculada em gramas, considerando-se também

os valores das aliquotas de 5 mL.

Os exopolissacarideos produzidos pelos fungos Botryosphaeria
rhodina MMGR, Botryosphaeria rhodina MMMFR, Botryosphaeria rhodina MMPI e
Botryosphaeria rhodina MMLR foram denominados, respectivamente, EPSgravioLa,
EPSmanca, EPSpinva € EPSiaArANIA.

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Determinacgéo dos acgucares totais

O meétodo de fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) foi utilizado
para detectar e quantificar a concentracdo de carboidratos totais em cada amostra,
durante todo o trabalho. O método consiste na formacdo do derivado furfural, na
presenca de H,SO, concentrado, que reage com o fenol formando um complexo de

cor amarela.
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Para calcular a concentragcdo de carboidratos foi feita uma curva
padrao de glucose (0,1 g%) na faixa de concentracdo de 10 a 100 pg, com as

leituras realizadas em espectrofotometro a 490 nm.

4.5.2. Determinacédo dos acUcares redutores

A presenca de acUcar redutor nas amostras foi determinada pelo
método de Somogyi (1945) e Nelson (1944). Neste método, os acUcares redutores
reduzem o reativo cupro-alcalino de Somogyi formando éxido cuproso, que na
presenca do reativo arseno-molibdico de Nelson forma um complexo de Oxido de

molibdénio de cor azul estavel.

Para calcular a concentracdo de acucares redutores nas amostras,
foi usada uma curva padrdo de glucose 0,1 g%. A curva de calibracdo foi
desenvolvida na faixa de concentracdo de 10 a 100 ug, com as leituras realizadas

em espectrofotdbmetro a 540 nm.

4.5.3. Determinacao de proteinas

Para determinar a concentracdo de proteinas nas amostras foi
utiizado o método de Bradford (1976), que se baseia na ligacdo do corante
(Coomassie Blue G-250) com a proteina, formando um complexo azul. O corante
reage preferencialmente com residuos de arginina e, em menor extensdo, com

residuos de histidina, lisina, tirosina, triptofano e fenilalanina.

A concentragdo de proteina foi calculada através de uma curva de
calibragdo com albumina bovina (BSA), na faixa de concentracao de 5 a 50 ug, com

as leituras realizadas em espectrofotometro a 595 nm.
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4.5.4. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sepharose CL-4B

O gel Sepharose CL-4B é formado por agarose, numa concentracao
aproximada de 4%, estabilizado por pontes de hidrogénio. Possui faixa de
fracionamento de 6x10% — 2x10” para proteinas e 10* — 1x10” para polissacarideos
(BOYER, 1993).

A coluna de vidro utlizada (1,5x30 cm) apresentou volume
aproximado de 47 mL. A H,O destilada foi utilizada como eluente, sendo o fluxo de
0,5 mL/min e o volume coletado por fracdo de 1,5 mL. Foram utilizados 500 pg de
cada material, solubilizados em 1 mL de agua deionizada e aplicados a coluna.
Antes de cada material foi aplicado 500uL de uma solugdo 1mg/mL de Blue Dextran,
gue € uma dextrana com elevada massa molecular cuja funcdo é determinar o

volume morto da coluna.

O experimento ocorreu em ambiente climatizado (25+2<C) e as

fracOes coletadas foram transferidas a temperatura de 4<C.

455. Hidrolise acida total

As amostras (50 ug em acucares totais de cada um dos EPS) foram
preparadas em tubos proprios para hidrélise, e apés congeladas e liofilizadas, foram
submetidas a hidrdlise.

A hidrdlise acida foi efetuada pela adicdo de 300 ul de TFA (4cido
trifluoracético) 5M a cada uma das amostras preparadas (EPS). Antes da hidrélise
os tubos foram purgados com gas nitrogénio, para substituicdo do oxigénio, por
aproximadamente 1 minuto, hermeticamente selados e entdo colocados em bloco de
aquecimento & 100°C por 16 horas (BARBOSA et al., 2003). O &cido foi removido
por evaporacdo em centrifuga a vacuo (Heto-DNA Plus), os hidrolisados lavados
quatro vezes em agua deionizada e entdo solubilizados em 250 ul de agua
deionizada e analisados por HPAEC/PAD.
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4.5.6. Analise da composicdo monossacaridica dos EPS por cromatografia

liguida de alta pressédo em troca anidénica (HPAEC)

A andlise de monossacarideos de cada hidrolisado foi realizada por
cromatografia liquida de alta pressdo em cromatdgrafo de ions (HPAEC), utilizando
um sistema Dionex DX500 e um detector de amperiometria pulsada (PAD). Os
cromatogramas foram registrados em um integrador modelo 4600. Os acUcares
neutros foram separados isocraticamente (NaOH 14 mM), usando coluna analitica
CarboPac PAl (4x250 mm) equipada com guarda coluna PAl ao fluxo de 1.0
mL/min. As condigbes de eluigdo foram produzidas utilizando H,O deionizada
(eluente 1) e NaOH 200 mM (eluente 2) preparado a partir de uma solu¢cado de NaOH
50% (m/v). (CORRADI DA SILVA , et al., 2005)

A coluna foi lavada com o eluente 2 por aproximadamente uma hora
antes das eluicdes. Para a aplicacdo de cada hidrolisado, a coluna foi equilibrada
por um periodo de 15 minutos nas mesmas condi¢des da corrida (NaOH 14 mM) e
em seguida uma aliquota de 25 pL contendo 1 pg de cada material foi injetada,
procedendo-se entdo a corrida cromatografica por 25 minutos. Apds a andlise, a

coluna foi regenerada por 10 minutos com 100% do eluente 2.

Utilizou-se como padrdo uma mistura de agucares neutros contendo
200ng/25uL de cada um dos seguintes monossacarideos: L-fucose, L-ramnose, D-

galactose, D-glucose e D-manose, totalizando 1ug/25uL de acucares totais.

4.5.7. Espectroscopia no infravermelho acoplado ao transformador Fourier (FT-
IR)

Esta andlise foi efetuada para confirmar a configuracdo anomérica
das ligagBes glicosidicas dos polissacarideos e acompanhar as reacfes de
metilacdo, pelo desaparecimento das bandas de hidroxila e o aparecimento da
banda de metila. A espectroscopia de infravermelho acoplada ao transformador

Fourier foi realizada usando o espectrometro BRUKER modelo Vector 22.
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Uma aliquota de 1 mg de cada EPS liofilizado, tanto natural quanto
metilado, foi macerado com 250 mg de KBr. As pastilhas utilizadas para a analise
foram feitas com uma presséo de 5 toneladas por 75 segundos. As analises foram

conduzidas na faixa de 1800 a 600 cm™ em uma resolucdo de 4 cm™.

4.5.8. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-
13C)

Os espectros de RMN - *C dos exopolissacarideos foram utilizados
para identificar a configuracdo anomérica e a posicao das ligacdes glicosidicas.

Para tal analise, os espectros dos materiais em estudo foram
comparados aos espectros de padrdes, normalmente encontrados na literatura de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (GORIN, 1981). Os espectros
foram obtidos em aparelho Bruker DRX-400 incorporado ao transformador Fourier.

Os exopolissacarideos (15mg) foram solubilizados em solucdo DMSO deuterado.

As solucdes (1mL) contidas em cilindros coaxiais foram introduzidas
em tubos de 100 x 10 mm d.i. e mantidas a 30 T para serem analisadas. Os
espectros foram obtidos em 400 MHz em relac&o ao nucleo de *H (90,56 MHz em
relacdo ao nucleo de *C). Os deslocamentos quimicos (5) foram expressos em

ppm, relativos a ressonancia do Me,;Si (6=0) determinada em experimento separado.

4.5.9. Metilacdo dos EPS produzidos pelos diferentes isolados do género

Botryosphaeria

Os exopolissacarideos produzidos foram metilados utilizando as
técnicas de Haworth (1915) e Ciucanu e Kerek (1984).

No procedimento de Haworth 10 mg de cada EPS foi solubilizado

em 20 mL de agua destilada, com o uso de agitacdo magnética vigorosa e ciclos de
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aguecimento (50 a 60C) alternando com ultra-som (2x por dia) até completa
solubilizagéo (cerca de dois dias). As amostras foram entdo reduzidas com
boroidreto de sédio por 16 horas, controlando-se o pH para 9,0. Apds este periodo
de tempo, as amostras foram neutralizadas com acido acético (2M), em banho de
gelo, e entdo dialisadas em agua corrente por 24 horas, evaporadas até secura,
transferidas para balBes volumétricos e entdo solubilizadas em 20 mL de solugéo
aquosa de hidréxido de sodio 40%(m/v) sob agitacdo magnética. Realizou-se entao
10 adi¢cGes de 1 mL de sulfato de dimetila (DMS), com intervalos de 20 minutos entre
cada adicdo. Os materiais foram mantidos sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. A metilacdo foi
interrompida por aquecimento a 100°C, durante 30 minutos, para a decomposi¢ao do
excesso de DMS. Em seguida as amostras foram resfriadas em banho de gelo,
neutralizadas com &cido acético 2M, dialisadas contra agua corrente por 72 horas e
contra agua destilada por 36 horas e entdo os polissacarideos parcialmente
metilados foram liofilizados para a realizacdo da segunda técnica de metilagéao.

Para o método de Ciucanu e Kerek as amostras de 6 mg de cada
um dos EPS parcialmente metilados pelo procedimento de Haworth foram
dissolvidas separadamente em 2,0 mL de dimetilsulféxido (DMSQO), com o uso de
agitacdo magnética vigorosa em banho maria (60 a 65 ) alternando com ultra-som
(2x por dia) até completa solubilizacédo. Adicionou-se entdo 40,0 mg de hidroxido de
soédio (na forma de micro pérolas) a cada amostra, mantendo-se sob agitacdo por
mais 15 minutos, adicionando-se em seguida 0,2 mL de iodeto de metila, com mais
30 minutos de agitag&o vigorosa.

A reacdao foi interrompida com a adicdo de agua destilada gelada.
Para a extracdo de cada material metilado adicionou-se cloroférmio gelado,
ocorrendo a formacdo de duas fases, uma aquosa e outra cloroférmica. A fase
organica, contendo o material, foi separada da aquosa e lavada trés vezes com
pequenas porcdes de agua destilada gelada, as quais foram desprezadas. A agua
residual foi removida utilizando-se sulfato de sédio e a fase cloroférmica filtrada em
algodao. Todo procedimento foi realizado mais 2 vezes para assegurar total
metilacdo. Do filtrado final foi entdo separada uma aliquota (correspondente a 1,0
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mg) para analise do processo de metilacdo por FT-IR e o restante evaporado e

preparado para hidrélise.

4.5.10. Hidrdlise, reducdo e acetilacdo dos polissacarideos metilados

Apbés o0s procedimentos de metilacdo, 0s materiais foram
hidrolisados, reduzidos e acetilados para posterior analise de cromatografia liquido-

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS).

Os polissacarideos metilados foram adicionados 0,5 mL de H,SO,
50% (v/v) a cada um dos metilados completamente secos, previamente separados
em tubos de hidrdlise, sob banho de gelo, agitando-se por 1 hora para solubilizacao,
com consequente adi¢cdo de 4,0 mL de 4gua destilada. Os tubos de hidrolise foram
levados a estufa pré-aquecida a 100+2 °C por 18 horas (BOUVENG et al., 1965).
ApOs este tempo, os materiais foram transferidos para novos recipientes e
neutralizados com carbonato de bario sob agitacdo magnética, até pH neutro. Os
hidrolisados foram entdo filtrados, os residuos exaustivamente lavados com agua

destilada e concentrados a £10,0 mL em um evaporador rotativo a baixa presséo.

Os materiais concentrados foram tratados com resina Amberlit IRA
120 (catibnica) para remocdo dos ions bario, sendo filtrados novamente para

separacao da resina.

Os monossacarideos parcialmente metilados presentes nas
solucdes resultantes foram entdo reduzidos com boroidreto de sodio e deixados em
repouso “overnight”. Apds este periodo, as amostras foram novamente tratadas com
resina catidnica, para remocao dos ions sodio, sendo entdo filtradas e evaporadas
até a secura. Em seguida, foram lavadas com metanol e evaporadas para remoc¢ao
do boridreto na forma de borato de metila. Foram realizadas 4 lavagens com

metanol para cada material.

Para a obtenc&o dos acetatos de alditois adicionou-se aos materiais

secos e parcialmente metilados anidrido acético e piridina na propor¢cdo de 1:1
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(CORRADI DA SILVA et al.,, 1993), deixando em repouso durante 16 horas. A

reacao foi interrompida com a adi¢ao de gelo picado.

Os materiais foram entdo transferidos para Erlenmeyers,
adicionando-se cerca de 10,0 mL de cloroférmio para a extracdo do material
acetilado. As duas fases formadas, aquosa e cloroférmica, foram separadas e a
cloroférmica lavada com pequenas por¢cées de uma solucao de sulfato de cobre 2%
(m/v) para a remogéo da piridina. ApGs a lavagem, os materiais foram tratados com
sulfato de sédio anidro, filtrados e estes transferidos para pequenos frascos ambar,
gue foram deixados a temperatura ambiente para a evaporacdo do cloroférmio. Os
acetatos de alditois resultantes foram entdo enviados para analise de cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS).

45.11. Anélise da estrutura conformacional dos EPS

Esta técnica permite de um modo simples detectar a existéncia ou
nao da conformacao em tripla hélice através da complexacdo do corante Vermelho
Congo com a estrutura do EPS, procedimento descrito por Ogawa e colaboradores
(1972).

Com cada EPS preparou-se uma solugdo denominada CR/EPS
misturando-se a solucéao de Vermelho Congo (910uM) e a solucdo de EPS (1Img/mL)
na proporcdo de 1:10. Separou-se 10 aliquotas de 1mL e adicionou-se a solucéo
NaOH 5M e H,O deionizada variando a concentracdo de NaOH de 0 a 0,4M em um
volume final de 1,1 mL por tubo, como observado na tabela 1. Os tubos foram
deixados em repouso por 3 horas e apos esse tempo fez-se a varredura do espectro
no intervalo de 470 a 540 nm. O padréo utilizado foi de dextrana (65 a 74 kDa)
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Tabela 1: Ensaio analitico para a formagédo do complexo CR/EPS.

TUBO EPS/Congo [NaOH]M NaOH 5M Agua

Red V(ul) V(ul)
1 1 ml 0 0 0
2 1 ml 0,05 10 90
3 1 ml 0,10 20 80
4 1 ml 0,15 30 70
5 1 ml 0,19 38 62
6 1 ml 0,21 42 58
7 1 ml 0,23 46 54
8 1 ml 0,25 50 50
9 1 ml 0,30 60 40
10 1 ml 0,40 80 20

4.6. Derivatizagcdo quimica por sulfatacdo do EPS| arania

O EPS|araniA, produzido pelo Botryosphaeria rhodina MMLR

(isolado de laranja, Citrus sp.), foi derivatizado quimicamente através de uma reacao
de sulfatacdo conforme descrito por O’Neill (1955) com modificacbes. Foram
pesadas 10 aliquotas de 50,0 mg do EPS e em seguida cada porcéao foi dissolvida
em 10,0 mL de formamida com o uso de agitagdo magnética vigorosa em ciclos de
aguecimento (50 a 60 C) alternando com ultra-som.

Foram entdo adicionados 10,0 mL de piridina (catalisador) ao meio
da reacdo de cada aliquota, mantendo-se sob agitacdo por mais 30 horas, visando

total solubilizacdo do material.

Em seguida adicionou-se 4,0 mL de &cido clorossulfénico gota a
gota, tomando-se os devidos cuidados para evitar a hidratacdo do sistema reacional,
gue foi mantido sob agitacéo a 4°C overnight. As reacdes foram interrompidas com a
adicdo de 20,0 mL de agua destilada gelada, neutralizadas com uma solucdo de

bicarbonato de sédio 10% (m/v), até ndo haver mais desprendimento de gas e entédo
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dialisadas contra agua corrente por 48 horas e contra dgua destilada por 96 horas

em sacos de dialise apropriados (12.000 Da).

ApéGs este periodo, os volumes foram concentrados em um
evaporador rotativo a baixa pressédo e liofilizados, para posterior determinacdo do
grau de substituicdo (D.S.). O procedimento de sulfatagdo foi repetido mais duas
vezes, totalizando trés reacdes, para obtencéo de valores de D.S. iguais ou maiores
que 0,8. O acompanhamento da reacéo de sulfatacao foi realizado através de FT-IR
e UV-Vis.

Os espectros de absorcdo foram obtidos em espectrofotbmetro
Shimadzu 1601 UV-Vis, onde foram utilizadas solu¢cbes do EPS antes e apés cada
reacao de sulfatacdo, na concentracdo de 1mg/mL, no intervalo de 190 a 600 nm.

Os espectros de infravermelho foram obtidos no modo transmitancia
utilizando um espectrémetro marca Bruker modelo Vector 22. Para esta andlise
foram utilizadas pastilhas de KBr (250 mg) com o EPS (1 mg), antes e apés cada
reacao de sulfatacao.

4.6.1. Determinacao do grau de substituicao (D.S.)

O grau de substituicdo do EPS_ arania suiratapo  (D.S.) foi

determinado através do método turbidimétrico, empregando o reagente cloreto de
béario-gelatina, descrito por Dodgson e Price (1962).

Amostras de 4 mg do EPS|arania suLraTtapo foram hidrolisadas com
4 mL de acido cloridrico 1M por 5 horas a 100°C. Apos a hidrolise, uma aliquota de
0,2 mL do hidrolisado foi adicionada a 3,8 mL de TCA a 3% (m/v) e 1 mL de solucao
protetora recém preparada. A solucdo protetora foi preparada dissolvendo-se 6 g de
cloreto de sédio em 20 mL de agua destilada com 0,5 mL de HCI concentrado e 2,5

mL de gelatina a 1% (m/v). A mistura reacional foi agitada por 1 minuto e deixada
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em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente e depois realizada a leitura

espectrofotométrica a 360nm.

A determinagéo do D.S. foi feita através da seguinte formula:
D.S. =162 x S/ (3200 — 102 x S) (para hexoses), onde:
162 - representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose)
3200 - representa a massa atdbmica do enxofre (32g x 100)
102 - representa 1 mol do éster substituinte (SOzNa)-1

S - representa o teor de enxofre em porcentagem.

A porcentagem de enxofre na molécula foi determinada através da

relacéo, previamente descrita por Whistler e Spencer, 1964:

%S = (BaS0O, ,ug) x 0,1374 x 100/ (massa amostra sulfatada, ug)

O teor de sulfato foi determinado em relagdo a uma curva de calibracdo de ions

sulfato (0, 005 g%) na faixa de concentracéo de 20 a 180 ug

4.7. Atividade anticoagulante in vitro

Para analisar o potencial anticoagulante do EPS| aAraNJA SULFATADO
foram realizados os testes classicos de atividade anticoagulante TT (tempo de
trombina), PT (tempo de protrombina) e APTT (tempo de tromboplastina parcial
ativado) de acordo com os protocolos presentes nos Kits da marca Wiener (APTT e
TT) e In Vitro Diagnéstica (TT), utilizando a heparina sédica (5000 Ul/mL) como

padrao.

Os ensaios foram conduzidos com as amostras (EPS arania ©
EPS_arania suLratapo 0-200 pg/mL) e o padréo (heparina 0-30 pg/mL) solubilizados
em salina fisiolégica (0,9% m/v). O plasma humano foi obtido da centrifugacdo de
sangue de doadores saudaveis (1000xg, 20 minutos). Para os controles, a salina

fisiologica foi adicionada ao plasma sanguineo em uma proporcgéo de 1:10 (10 pl de
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salina e 90 pL de plasma), sendo esta mesma propor¢cao mantida para as diferentes

concentragdes utilizadas para as amostras (Tabela 2):

Tabela 2: Concentracoes finais das amostras e do padréo nos diferentes ensaios de

atividade anticoagulante.

EPS|araNIA Esu?f"aAtF;‘(\jN;A Heparina
1 pg/mL 1 yg/mL 1 pg/mL
5 pg/mL 5 pg/mL 2 yg/mL
10 pg/mL 10 pg/mL 3 pg/mL
15 pg/mL 15 pg/mL
20 pg/mL 20 pg/mL
30 pg/mL
40 pg/mL

4.7.1. Teste de protrombina (PT)

O tempo de protrombina mede o tempo de coagulacdo do plasma
depois de se adicionar uma fonte de fator tissular (tromboplastina) e calcio. A
recalcificacdo do plasma na presenca de fator tissular gera o Fator X ativado e
posteriormente um coagulo de fibrina. A figura 3 apresenta o principio do teste de

protrombina.

As amostras e controles foram ensaiados em triplicada. A cada tubo
pré-aquecido (37°C) foram adicionados 100 pL da mistura plasma/amostra (10 pL
das amostras ou padréo - nas diferentes concentracdes) - ou salina 0,9% e 90 pL
plasma). Os tubos foram entéo incubados a 37°C por 3 — 5 minutos e em seguida
adicionou-se 200 pL de reagente (previamente aquecido e reconstituido com 2 mL
de agua deionizada estéril). Imediatamente apds a adicdo do reagente, o cronémetro

foi adicionado para registrar o tempo gasto para a formacao do coagulo.
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Figura 3 — Esquema representativo do principio do teste de tempo de protrombina
(SILVA, HASHIMOTO, 2006 modificado por MENDES, 2008).

4.7.2. Teste de tromboplastina parcial ativada (APTT)

Este teste € considerado mais demorado, pois deve ocorrer ativagao
da fase-contato para posterior desencadeamento da via intrinseca da coagulacao.
Este teste contém um ativador plasmatico e fosfolipidios que atuam como
substituinte das plaguetas. A mistura reacional dever ser recalcificada e a formagéo
do coagulo cronometrada. O principio do teste € representado na figura 4.

As amostras e controles foram ensaiados em triplicada. A cada tubo
pré-aquecido (37°C) foram adicionados 100 pL da mistura plasma/amostra (10 pL
das amostras ou padrdo - nas diferentes concentracdes - ou salina 0,9% e 90 pL
plasma) e 100 pL do reagente especifico. Os tubos foram entédo incubados a 37°C
por 3 — 5 minutos e em seguida foram adicionados 100 uL de cloreto de calcio. Os
tubos foram entdo agitados brevemente, e cronometrou-se o tempo gasto para a

formacao do coagulo.
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Figura 4 — Esquema representativo do principio do teste de tempo parcial de
tromboplastina ativada (SILVA, HASHIMOTO, 2006 modificado por Mendes, 2008).



66

4.7.3. Teste de trombina (TT)

O Tempo de Trombina € um teste simples de screening para
condicbes que possam interferir na conversdo de fibrinogénio em fibrina. Uma
trombina de baixa poténcia é adicionada ao plasma e a formacdo do coagulo é

cronometrada.

As amostras e controles foram ensaiados em triplicada. A cada tubo
pré-aquecido (37°C) foram adicionados 200 pL da mistura plasma/amostra (20 pL
das amostras ou padréo nas diferentes concentracdes ou salina 0,9%(m/v) e 180 pL
plasma). Os tubos foram entdo incubados a 37°C por 3 — 5 minutos, e em seguida
foram adicionados adicionou-se 100 uL de reagente. Imediatamente apds a adicdo
do reagente, o cronbmetro foi acionado para registrar o tempo gasto para a

formacao do coagulo.

4.7.4. Inibicdo da trombina (lla) pela antitrombina (AT) :

A inibicdo da Trombina (Il1a) pela Antitrombina (AT) na presenca do
EPS|arania, EPS|arania-suLFaTADO € heparina (padrdo de referéncia) foi avaliada
atravées do ensaio da atividade amidolitica da trombina utilizando substrato
cromogénico, de acordo com a metodologia descrita por Mello e colaboradores
(2004) como modificacbes. Foram realizados testes com plasma humano (como
fonte de antitrombina e de outros cofatores, como o cofator Il da heparina), e com a
antitrombina (AT) purificada (Haematologic Technologies). Os testes foram
realizados, em duplicata, com varias concentracfes de EPS arania, EPSiarANIA-

suLraTaDo € heparina conforme descrito abaixo.

Diferentes concentracdes de EPS| arania, EPSiaranIA-suLFATADO (de O
a 400 pg/mL) e heparina (0 a 1 pg/mL) foram incubadas, separadamente, em
microcubetas por 60 segundos a 37°C com 10 ul de trombina (20 nM - Haematologic
Technologies), 25 ul de plasma humano ou AT purificada (40 nM) e tampao TS/PEG
(Tris/HCI 0,02M, NaCl 0,15 M e polietileno glicol 1,0 mg/ml, pH 7,4). ApGs o periodo
de incubacéao, 25 pl do substrato cromogénico S-2238 (Chromogenix AB) em tampéao
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TS/PEG foram adicionados e a absorbancia foi medida em 405 nm em um leitor de
microcubetas Thermo-max (Figura 6) por 5 minutos. A taxa de variacdo na
absorbancia, expressa como A405/min, foi proporcional a atividade remanescente
da trombina no meio reacional. Nao ocorreu inibicdo da trombina nos experimentos
controle, que foram realizados incubando-se a trombina com a AT purificada ou com

o plasma humano na auséncia dos polissacarideos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1. Producdo e quantificacdo dos EPS pelos diferentes isolados do género
Botryosphaeria obtidos de espécimes vegetais (graviola, manga pinha e

laranja)

A producdo de polissacarideos microbianos pode ser influenciada
por fatores fisicos e quimicos, como temperatura, fonte de carbono, fonte de
nitrogénio, aeracao, agitacdo e a presenca de micro elementos. A escolha da cepa
fungica também interfere na producdo. Esses parametros podem determinar
diferencas no rendimento das moléculas produzidas bem como em suas

caracteristicas quimicas e reolégicas (BARBOSA et al., 2004).

Muitos microrganismos produtores de polissacarideos respondem de
maneira diferente a esses fatores de crescimento e para alguns, a fonte de carbono
€ a principal determinante da quantidade e qualidade do polissacarideo formado
(CORRADI DA SILVA et al., 2006). Diferentes fontes de carbono podem dar origem
a polimeros bioativos similares, com diferentes graus de ramificacéo e polimerizacao
(ZHANG et al., 1995; JIN et al.,2003; CORRADI DA SILVA et al., 2005).

Selbmann e colaboradores (2002) estudaram diferentes condicdes
de producao de exopolissacarideos pelos fungos Sclerotium glucanicum NRRL 3006
e Botryosphaeria rhodina DABAC-P82 utilizando derivados de amido como
substrato. Os resultados mostraram que os fungos produziram EPS em todos os
substratos testados, principalmente em amido de milho hidrolisado e especialmente
o B. rhodina. Steluti e colaboradores (2004) comparando diferentes fontes de
carbono, principalmente monoméricas e diméricas, concluiram que o
exopolissacarideo botriosferana, sintetizado pelo B. rhodina MAMB-05, teve sua

producao favorecida em sacarose como Unica fonte de carbono.

As condicbes de cultivo que foram utilizadas para a obtencao dos
EPS produzidos pelos isolados seguiram aquelas utilizadas para o B rhodina MAMB-
05 (BARBOSA et al., 2003, CORRADI DA SILVA et al., 2005; GIESE et al., 2008).
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Este microrganismo tem sido estudado em relagdo a producdo de diferentes
enzimas, principalmente lacases (BARBOSA et al., 1995; BARBOSA et al. 1996;
VASCONCELOS et al. 2000; DEKKER, BARBOSA, 2001) e mais recentemente,
quanto a sua caracteristica de producdo de exopolissacarideos (BARBOSA et al.,
2003; STELUTI et al.,, 2004; CORRADI DA SILVA et al., 2005). Para os estudos
enzimaticos, o indculo utilizado consistia de esferas de meio minimo de Vogel (1956)
sélido contendo micélio do microrganismo. Entretanto, estudos preliminares
realizados por Pigatto (2002), demonstraram que esse tipo de inéculo ndo era
apropriado para a producéo de exopolissacarideos, pois os EPS secretados para o
meio de cultivo continuavam agregados as esferas de meio, formando uma massa
sélida, o que tornava dificil a quantificacdo e andlise quimica do material obtido. Por
isso Barbosa e colaboradores (2003), padronizaram o indculo, sendo este o
procedimento adotado em trabalhos subsequentes de purificacdo e caracterizacao
do EPS do ascomiceto (STELUTI et al, 2004; CORRADI DA SILVA et al, 2005) e
agora para a analise de producdo deste biopolimero por outros isolados do mesmo

género.

Os isolados obtidos das diferentes fontes vegetais (graviola, manga
pinha e laranja), foram cultivados em sacarose comercial como Unica fonte de
carbono. Esta fonte de carbono foi escolhida primeiro levando-se em consideracéo
seu baixo custo e facil aquisicdo, e também por ja4 ter apresentado resultados
satisfatorios na producdo de exopolissacarideo pelo B. rhodina MAMB-05 (STELUTI
et al., 2004).

O primeiro passo do trabalho foi o cultivo microbiano para a
producdo dos EPS, visando determinar qual das cepas fungicas seria o melhor
produtor. A determinacdo de rendimento foi realizada através da analise dos
acucares totais pelo método do fenol-acido sulfarico, utilizado por diferentes autores,
como uma forma eficiente de quantificacdo de exopolissacarideos no meio de cultivo
(YUROLOVA, HOOG, 1997; DE VUYST et al., 1998; RUIJSSENAARS et al., 2000;
RUAS-MADIEDO, LOS REYES-GAVILAN, 2005). Essa quantificacao foi realizada
apos dialise exaustiva do material para retirada de qualquer resquicio de
substancias, como o etanol utilizado para precipitacdo dos polissacarideos ou outras
moléculas residuais do meio de cultivo, tais como a fonte de carbono, que pudessem

comprometer a andlise e o resultado final do experimento.
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Steluti e colaboradores (2004) citam a importancia de determinar a
guantidade de acUcares redutores nas amostras, pois 0 procedimento de
quantificacdo pelo fenol-acido sulfurico somente € valido quando o acgucar residual,
ou seja, a fonte de carbono utilizada é proximo de zero, com o resultado desta
diferenca representando o EPS produzido. Analises de proteinas também foram

realizadas para determinar presenca de contaminantes protéicos.

Os materiais obtidos foram pesados e, os valores encontrados assim

como os das quantificacdes, estdo apresentados na tabela 2.

Os resultados observados para quase todos os fungos, com excecao
do isolado de manga, demonstraram uma concentracdo significativa de EPS,
confirmada pelo rendimento em agucares totais e pelo baixo percentual de aclUcares
redutores. Os valores encontrados para peso seco confirmam aqueles de acucares
totais (Tabela 3).

Farina e colaboradores (2001) quantificaram acUcares totais,
acucares redutores e proteinas da escleroglucana, uma B(1—3; 1—6)-D-glucana
excretada pelo fungo Sclerotium rolfsii. Os resultados encontrados para essas
andlises foram 98% de acUcares totais e 2% de proteinas. Esses valores estdo
muito préximos aos encontrados nos exopolissacarideos produzidos pelos isolados

em estudo.



71

Tabela 3: Peso seco (liofilizado) e quantificacbes de agucares totais, aclUcares
redutores e proteinas dos EPS produzidos pelos isolados do género Botryosphaeria
obtidos de diferentes fontes vegetais (laranja, manga, graviola, pinha) crescidos em

sacarose comercial como Unica fonte de carbono.

Peso Acucar  AcgUcar Proteinas Acucar Proteinas

Seco Redutor Total (9) Total % %
(@L)  (9) (9
EPSgravioa 1,289 0,013 1,234 0,054 95 50
EPSivanca 0,282 0,006 0,319 0,016 92,4 7,6
EPSpinHA 1,100 0,012 1,084 0,015 97,6 2,4
EPSLaraNIA 1,510 0,008 1,500 0,007 99 1,0

A producdo mais significativa de exopolissacarideo foi observada
para o microrganismo obtido de laranja (produzindo 0 EPSiarania), apresentando
99% de acucar total, seguido pelos isolados de pinha (EPSpnna) € graviola
(EPScravioLa) (97,6 %, e 95%, respectivamente) demonstrando o potencial desses
trés fungos como bons produtores de polissacarideos, com énfase para o isolado de
laranja. Os valores determinados do EPSyanca demonstram que para o fungo
produtor deste exopolissacarideo as condi¢cdes adotadas foram pouco eficientes. E
isso por um lado € interessante, pois indica que realmente as condi¢cdes nutricionais
afetam a producdo polissacaridica. Esses resultados também podem indicar que no
ambiente natural o tipo de EPS produzido pode variar de acordo com o tipo de
hospedeiro escolhido pelo fitopatdbgeno. Para dados mais conclusivos seria
necessario estudos de aperfeicoamento do processo de cultivo assim como de
patogenicidade desses organismos, para verificar se existe mesmo essa relagao
entre o hospedeiro e o tipo de EPS produzido; entretanto, isto no momento ndo &
um dos objetivos deste trabalho, mas que pode ser levado em consideragdo para

trabalhos futuros.
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Em relacdo a quantificacdo de proteinas, apesar dos valores muito
baixos quando comparados a massa total, a presenca de componentes protéicos
pode ser atribuida, provavelmente, a proteinas secretadas no meio de cultivo, como
por exemplo a lacase, produzida constitutivamente pelo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05 (DEKKER; BARBOSA, 2001) e também pelos isolados, como
determinado por Saldanha e colaboradores (2007), quando analisaram o perfil de

enzimas liticas por estes fungos.

Além de um bom rendimento em relacdo a producdo de EPS pelas
cepas escolhidas, € necessario que as moléculas produzidas estejam puras e
homogéneas para que possam ser aplicadas biotecnologicamente. Assim, as etapas
subsequentes estdo relacionadas com processos para verificar grau de pureza para
posterior caracterizacdo quimica. Estudos foram realizados com os EPS produzidos

por todos 0s microrganismos e o0s resultados sdo mostrados a seguir.

5.2. Andlise de homogeneidade dos EPS produzidos pelos diferentes isolados

através de cromatrografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular é uma das técnicas mais
utilizadas para a andlise de homogeneidade de materiais polissacaridicos, pois
separam as moléculas de acordo com a massa molecular aparente. Este processo
baseia-se na ordem de eluicdo que é diretamente proporcional ao tamanho das
moléculas (BOYER, 1993). No procedimento, a preparacdo é passada através de
uma coluna preenchida com gel e os eluatos sdo analisados para carboidratos. A

simetria no pico de eluicdo € indicativa de homogeneidade (SUN et al, 2005;
CORRADI DA SILVA et al., 2005; CORRADI DA SILVA et al, 2006).

Diferentes tipos de geéis podem ser utilizados, dependendo do
tamanho e tipo de molécula a ser analisada. Neste trabalho o gel aplicado para
determinacdo da pureza dos materiais foi og el de Sepharose CL-4B, que possui
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faixa de fracionamento apropriada para polissacarideos e vem sendo utilizado como

sucesso para essa determinacgao.

E importante ressaltar que nas primeiras corridas, observou-se que
ap6s a passagem do polissacarideo, pequenas particulas dos materiais
permaneciam em suspensao sobre o gel, 0 que poderia acarretar em contaminagao
das préximas amostras que fossem passadas pela mesma coluna. Para evitar isso,
foi realizada uma coluna para cada EPS, determinando o volume morto da coluna
com eluicdo de Blue Dextran na mesma concentracdo. A coluna foi sempre
empacotada com o mesmo tipo de gel e tentou-se manter sempre as mesmas

condicdes de fluxo do eluente, tamanho da coluna e volume dos eluatos.

O perfil de eluicdo da amostra na corrida cromatografica informa
sobre a pureza do material bem como a massa molecular aparente. Isto porque,
dependendo da forma do polissacarideo, se em hélice tripla, hélice simples ou
conformacdo ao acaso randOmica, ele pode ou ndo entrar nos poros do gel e
retardar ou acelerar o seu percurso na fase mével (BONGIOVANI, 2008). O Blue
Dextran (com massa molecular em torno de 2 x 10° kDa ) é aplicado no gel para
verificar o empacotamento da coluna, pelo perfil de eluicdo desse polimero, bem

como para determinar o “volume morto” da coluna.

Todos os EPS em estudo foram submetidos a cromatografia de
filtracdo em gel de Sepharose CL-4B a pressdo normal, e eluiram como um pico
principal apés o Blue Dextran, indicando a homogeneidade das moléculas (Figura 5).
Entretanto, 0os EPSpinna, EPScraviola € EPSuanca (Figura 5a e 5¢) apresentaram um
pequeno ombro, que pode corresponder a presenca de um contaminante, o que ndo

foi observado para o0 EPS|arania (Figura 5d).
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Figura 5: Cromatografia de exclusdo molecular em gel Sepharose CL -4B dos EPS
produzidos pelos quatro isolados de B. rhodina em sacarose como Unica fonte de
carbono. Total de EPS aplicado: 0,5 mg; fluxo: 0,5 mL/min. Eluente: dgua; Fracao:

1,5 mL; Volume da coluna: 48 mL. a: EPSGRAVIOLA; b:EPSMANGA; C:EPSPH\]HA; d:

EPS|araNIA

A partir dos cromatogramas apresentados na figura 5 pode-se dizer
gque o grau de polidispersividade dos EPSgraviola; EPSwanca ©€ EPSppnpa €
relativamente grande. Essa caracteristica é representada pelo alargamento da base
do pico. Este comportamento nao foi visualizado no cromatograma do EPS|arania.
Esses resultados sdo muito interessantes, pois podem demonstrar que apesar da
similaridade genética entre as cepas, todas identificadas como Botryosphaeria

rhodina (SALDANHA et al., 2007), os exopolissacarideos por elas produzidos podem
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apresentar caracteristicas distintas, possivelmente influenciadas pelo ambiente

natural.

Segundo Corradi da Silva e colaboradores (2006), a caracteristica
de espalhamento de moléculas na filtragdo em gel, retratando uma distribuicdo de
massa molecular heterogénea, deve-se provavelmente ao processo biossintético
dos polissacarideos, cujas unidades monossacaridicas séo aleatoriamente dispostas
na molécula principal, diferentemente das proteinas, que seguem um molde
molecular. Essa situacdo de sintese, sem um molde prévio, gera moléculas

semelhantes com diferentes massas moleculares.

A polidispersividade é também uma caracteristica de solugbes
viscosas. Considerando-se que 0s quatro exopolissacarideos formam solucdes
aquosas viscosas, 0 comportamento apresentado na figura 5 deve-se em parte a
isso. Exopolissacarideos que formam solucdes viscosas em agua sao interessantes
para a aplicacdo industrial, principalmente em alimentos, mas podem ser de dificil
administragdo quando utilizadas como medicamentos imunomoduladores, por

exemplo.

A caracterizacdo quimica dos polissacarideos é precedida pela
comprovagdo da homogeneidade das moléculas, portanto, considerando os
resultados acima a proxima etapa desse trabalho foi determinar a composicao
monossacaridica de cada um dos EPS. A primeira reacdo € a hidrélise efetiva dos

polimeros que tanto pode ser efetuada por acido quanto por enzima (PAZUR, 1994).
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5.3. Caracterizagdo quimica dos exopolissacarideos obtidos dos isolados do

género Botryosphaeria

A caracterizagdo quimica dos polimeros € um processo laborioso,
pois a estrutura dos agucares de ocorréncia natural € muito diversificada e por isso é
dificil definir um protocolo Unico para analise, principalmente para polimeros
complexos. Portanto, a estrutura quimica € determinada apdés um conjunto de
técnicas que, juntas, fornecem a composicdo monossacaridica, configuracao e

posicao das ligacdes glicosidicas, etc. (FUKUDA et al., 2008 in press).

A primeira analise a ser realizada para a caracterizacdo de
polissacarideos é a determinacdo dos componentes estruturais da molécula, ou
seja, conhecer seus residuos monossacaridicos (NELSON, COX, 