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RESUMO

Muitas pesquisas apontam que moléculas naturais, como polissacarideos extraidos de
fungos, podem ser aplicados em diferentes ensaios biolégicos. Embora existam trabalhos
com os fungos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium sp, relacionados com producdo de
metabdlitos ou com fitopatogenicidade, a lacuna sobre a composi¢cdao quimica da biomassa
desses organismos ainda existe. Assim, este trabalho teve como objetivo principal realizar
estudos inéditos para esclarecer essa composi¢cdo, focando nos polissacarideos. Isso ira
fornecer dados adicionais sobre os micro-organismos, além de disponibilizar novas
moléculas para ensaios biolégicos. Para isso, os micro-organismos foram cultivados e suas
biomassas submetidas a procedimentos de extracbes etandlica e aquosa. Os extratos
aquosos foram tratados com ciclos de congelamento e descongelamento, didlise e
precipitacdo com etanol, resultando nos precipitados etandlicos do C. gloeosporioides
(PEn20-c) € do Fusarium sp (PEnyo0.f). Ambos foram purificados por cromatografia de filtracdo
em gel, onde o PEy,o.c foi separado em cinco fragdes, com a Py.c selecionada para os demais
estudos. As andlises de caracterizacdo quimica (por HPAEC/PAD, CG-EM e RMN) revelaram
que Py.c possui galactose e glucose como componentes majoritarios, sendo a cadeia
principal formada por unidades B-D-galactofuranosidicas ligadas em (1-5) e (1->6), com
algumas dessas ultimas unidades substituidas em O-3 por residuos a-D-glucopiranosidicos. A
cromatografia de filtracdo em gel separou o PEy0.F em trés fragdes, sendo a Py selecionada
para os estudos de caracterizacdo. As analises mostraram que P, possui manose e galactose
como monossacarideos principais e que se trata de uma B-D-galactofuranana 156 com
substituicdo em O0-2, principalmente, por residuos a-D-manopiranosidicos 2-O- ligados.
Testes de citotoxicidade realizados com Py.c e P.r mostraram que a viabilidade das células
CHO-K1 ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas com a viabilidade
do controle negativo, nos tempos experimentais de 24 e 48 horas. Além disso, o teste de
genotoxicidade com a fracdo P, mostrou que o heteropolissacarideo ndo causou danos
significativos ao DNA das células CHO-K1. Esses resultados apontam para novas perspectivas
de estudos com os polissacarideos presentes nas fracdes Py.c € P, onde poderdo ser
investigadas aplicacGes para essas moléculas.

Palavras-chave: Colletotrichum  gloeosporioides.  Fusarium sp. Galactofuranana.

Espectroscopia de RMN de *H e *C. Ensaio do MTT.



ABSTRACT

Many researches suggest that natural molecules as fungal polysaccharides can be applied in
different biological assays. Although there are works with Colletotrichum gloeosporioides
and Fusarium sp related to metabolite production or phytopathogenicity, there still is a gap
on the chemical composition of the biomass of these organisms. Thus, the main goal of this
work was to performed unpublished studies to clarify this composition as for
polysaccharides. This will provide additional data on microorganisms and new molecules for
biological assays. For this, the fungi were cultivated and their biomass submitted to
ethanolic and aqueous extraction procedures. The aqueous extracts were submitted to
freeze-thaw cycles, dialysis and precipitation with ethanol, resulting in ethanolic precipitate
from C. gloeosporioides and Fusarium sp named, respectively, PEnyo.c and PEpyof. These
materials were purified by gel filtration chromatography and the procedure separated the
PEny0.c fraction into five peaks being the Py selected for research. Chemical characterization
analyses (HPAEC/PAD, GC-MS and NMR) revealed that galactose and glucose were the main
components and the polysaccharide is a (15, 1->6) linked-B-D-Galf main chain partially
substituted in O-3 by a-D-glucopyranosyl residues. The gel permeation chromatography
separated the PEyy0.f in three peaks and P, was selected for characterization studies. The
analysis from P, showed mannose and galactose as the main monosaccharides and the
polysaccharide is (1->6) linked-B-D-Galf main chain partially substituted in O-2 by a-(1->2)
linked mannopyranosyl residues. Cytotoxicity assays performed with P,.c and P, showed
that there was no significant difference in the viability of CHO-K1 cells, when compared to
the negative control, in the experimental time of 24 and 48 hours. The genotoxicity assay
showed that P, did not cause significant damage to the DNA of CHO-K1 cells. These results
showed that new perspectives of studies with polysaccharides from fractions Py.c and P¢

where applications for these molecules could be investigated.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Fusarium sp. Galactofuranan. 'H e 3¢ NMR

Spectroscopy. MTT Assay.
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1 INTRODUCAO

Grande parte dos carboidratos identificados na natureza estd sob a forma de
polissacarideos. Essas moléculas, também conhecidas por glicanos, podem se
diferenciar quanto a composicdo das unidades monossacaridicas que se repetem ao
longo do polimero, nos tipos de ligagbes glicosidicas, no tamanho e no grau de
ramificacdo das cadeias. Os polissacarideos formados por um tipo predominante de
monossacarideo sdo chamados de homopolissacarideos, como por exemplo, o amido e
o glicogénio. Ambos possuem glucose em sua composi¢cdao, e sdao utilizados como
fontes de energia por animais. Ja os polissacarideos que possuem dois ou mais tipos de
mondmeros em sua estrutura, sdo denominados heteropolissacarideos que, dentre as
suas funcdes, oferecem suporte extracelular para os organismos dos reinos naturais
(NELSON, COX, 2006).

Os polissacarideos microbianos se destacam por apresentarem facilidades na
sua obtencdo. A possibilidade de cultivos sem a interferéncia de condi¢Ges climaticas e
o uso de espaco fisico relativamente pequeno, tornam esses biopolimeros atraentes
para aplicacdo. Pelo controle de parametros como pH, temperatura, taxa de aeracao,
velocidade de agitacdao, tempo de fermentacdao e composicdao do meio de cultura, os
polissacarideos microbianos acabam apresentando menos heterogeneidade em suas
propriedades fisico-quimicas (SOUZA, 2005).

Existe uma grande tendéncia em aplicar comercialmente polissacarideos
microbianos, tanto os isolados da biomassa e da parede celular dos fungos, quanto
aqueles secretados por esses organismos. Isto porque moléculas biologicamente ativas
como enzimas (SOUZA, OLIVEIRA, ANDRADE, 2008), manoproteinas (FERRACINI-
SANTOS, SATO, 2009), lipideos (ZEN et al., 2014) e principalmente polissacarideos
(BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018; GIAVASIS, 2014; WASSER, 2002), vem mostrando
em pesquisas ao longo dos anos, que podem ser usadas nas diferentes areas, como
alimenticia, farmacéutica e ambiental.

Embora se encontre uma grande biodiversidade no reino Fungi, apenas cerca
de 100.000 espécies de fungos foram descritas, das 1,5 milhdes estimadas (MADIGAN

et al.,, 2010). Portanto, muito ainda pode ser descoberto em relacdio a esses
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organismos, inclusive sobre as moléculas que fazem parte da sua estrutura e que
podem ter alguma aplicacdo bioldgica. Sendo assim, a auséncia de estudos sobre
polissacarideos provenientes da biomassa dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e

Fusarium sp fizeram com que ambos fossem escolhidos para esta pesquisa.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNGOS

Fungos sdo organismos eucariotos produtores de esporos que utilizam
compostos organicos como fontes de energia e carbono (MADIGAN et al., 2010;
TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012). Grande parte
desses organismos sdao multicelulares, gerando uma rede de filamentos de células
conhecida por hifas. Essas hifas crescem unidas em uma dada superficie formando um
conjunto chamado de micélio, que pode ser observado sem o uso do microscépio
(MADIGAN et al., 2010).

Como organismos heterotroficos, os fungos suprem suas necessidades
nutricionais por absorcdo. Para isso, eles secretam enzimas capazes de hidrolisar
compostos organicos complexos (como polissacarideos e proteinas) em seus
respectivos mondmeros. Dessa forma, as moléculas menores conseguem atravessar a
membrana plasmatica, servindo como fonte de energia, carbono e outros nutrientes
para o fungo. A possibilidade de ocupar areas amplas através da expansdo e
ramificacdao permite que o micélio fungico alcance maior quantidade de nutrientes
(MADIGAN et al., 2010; TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010).

Os fungos podem ser considerados os principais agentes de decomposicdo na
Terra: no ecossistema florestal eles se destacam na decomposicdo da celulose e
lignina. Eles também degradam matéria organica morta como folhas, troncos, corpos
de plantas e animais, resultando na reciclagem de nutrientes que sdo devolvidos ao
ecossistema (MADIGAN et al., 2010; TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010).

Em relacdo ao habitat, grande parte dos fungos encontra-se em ambientes

terrestres, sendo a maioria aerdbica. A reproducdo da espécie ocorre através dos
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esporos, que sao gerados em grandes quantidades, assegurando a sobrevivéncia do
grupo no planeta. Devido aos seus tamanhos pequenos e leveza, os esporos sao
naturalmente disseminados no ambiente (ar, solo, agua, plantas e animais), se
acomodando em qualquer lugar que Ihe seja conveniente, como em nossos alimentos
(TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010).

O reino Fungi é dividido em quatro filos: Quitridiomicetos, Zigomicetos,
Ascomicetos e Basidiomicetos (MADIGAN et al., 2010). Como os fungos estudados
neste trabalho pertencem ao grupo dos Ascomicetos, informacgdes e caracteristicas do

grupo serdao mencionadas abaixo.

2.1.1 Ascomicetos

Os ascomicetos formam um grupo com ampla diversidade de espécies. Existem
desde as unicelulares (sua maioria) como a levedura Saccharomyces, utilizada na
fabricacdo de paes e bebidas, até as mais desenvolvidas, com formacdo de filamentos,
como a Neurospora crassa, conhecido como bolor do pao (MADIGAN, et al., 2010).

A caracteristica que define o grupo é a presenca da estrutura sexuada chamada
asco, cuja forma é cilindrica, lembrando sacos ou bolsas. No interior dos ascos ocorre a
formacdo dos esporos (conhecidos por ascésporos), que sdo isolados do ambiente
através de uma camada protetora. Os esporos permanecem nos ascos até se tornarem
maduros. Apds este periodo sdo liberados, germinando em locais favordveis para seu
desenvolvimento (TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010).

Outros representantes dos ascomicetos sdo espécies saprobias e parasitas de
plantas e animais. Além disso, o grupo contém espécies que estabelecem relagdo de
mutualismo com algas ou cianobactérias, resultando nos liquens (TERCARIOLI,

PALEARI, BAGAGLI, 2010).

2.2 PAREDE CELULAR DOS FUNGOS

O material celular fungico, conhecido também por biomassa, é formado por

citossol, membrana plasmatica e parede celular (FUKUDA et al., 2009). A parede
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celular é de extrema importancia para o crescimento, sobrevivéncia e morfogénese
dos fungos (FREE, 2013) e ao mesmo tempo que ela os protege de ambientes
ofensivos, é capaz de armazenar compostos toxicos que podem ser usados contra
outros micro-organismos (LATGE, 2007). A estrutura rigida da parede fornece forma,
integridade para a célula e possibilita que o fungo ataque substratos sélidos para sua
colonizacdo (BOWMAN, FREE, 2006; LATGE, 2007). Pelos beneficios que proporciona
para a vida e o bem estar do fungo, quando o objetivo é elimina-lo, a parede celular
acaba se tornando o alvo dos agentes antifungicos (BOWMAN, FREE, 2006).

Apesar da rigidez, a parede celular também se comporta como uma estrutura
que é suficientemente dindmica para suprir as necessidades de crescimento e
desenvolvimento do fungo ao longo do seu ciclo de vida, além de permitir sua
interagdo com o meio externo. E ela que controla a adesdo das células entre si e
também com o substrato e atua como um centro de sinalizagdo para o funcionamento
das vias de transducdo de sinal. Fissuras na estrutura da parede podem prejudicar o
crescimento e morfologia das células fungicas, podendo levar a morte do fungo

(BOWMAN, FREE, 2006).
2.2.1 Composicao da parede celular: polissacarideos

A parede celular fungica (Figura 1) é composta por glicoproteinas,
polissacarideos e moléculas menores que variam de acordo com as espécies de fungos

(BOWMAN, FREE, 2006). Os polissacarideos ocupam mais de 90% da parede celular,
sendo glucanas e quitina, os predominantes (BOWMAN, FREE, 2006; LATGE, 2007).
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Figura 1- Representacdo da parede celular fungica.

Quitina
——— Glucana g-(1—3)
— Proteina

——— Oligossacarideos N- e O- ligados
a proteinas

—— Membrana plasmatica

" Glicosilfosfatidilinositol (GPI)

Fonte: Adaptado a partir de BOWMAN, FREE (2006).

Grande parte dos estudos dirigidos para os polissacarideos que compdem a
parede celular fungica, sdo realizados com o ascomiceto Aspergillus fumigatus (Figura
2). Esses estudos mostram que polissacarideos presentes nessa estrutura podem ser
separados em duas fragdes: os insolUveis e os sollveis em meio alcalino. Na fragao
insoluvel estdo aqueles que formam o nucleo fibrilar, composto por glucanas B-(1->3)
ramificadas em O-6, em cuja posi¢cdo estdo ligadas covalentemente quitina/quitosana,
glucanas B-(1>3)/B-(1>4) e galactomananas (LATGE, BEAUVAIS, 2014). A fracdo
solivel tem como principais polissacarideos glucanas a-(1->3) com algumas unidades
intra cadeia de glucose a-(1->4), além de galactomananas e galactosaminogalactanas
(MOUYNA, FONTAINE, 2009).

A composicao da fracao insoluvel da parede celular da maior parte dos fungos
sdo similares a do Aspergillus fumigatus, sendo formada por glucanas do tipo B-(1->3)
e B-(1->6) ligadas a quitina. Ja os polissacarideos que constituem a fragdo soluvel da
parede celular, s3o especificos para cada classe e género de fungo (LATGE, BEAUVAIS,

2014).
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Figura 2- Polissacarideos da parede celular do fungo Aspergillus fumigatus e da levedura
Saccharomyces cerevisiae.
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Fonte: Adaptado a partir de LATGE (2007).

2.2.3 A composi¢ao da parede celular é mutavel

A composicdo e a organizacao da parede celular ndo sdao permanentes, ao
contrario, estdo em constante mudanca (LATGE, BEAUVAIS, 2014). Clavaud e
colaboradores (2012) constataram que modificacdes no meio de cultivo para o
crescimento de Aspergillus fumigatus interferiu na atividade da glucana B-(1->3)
sintetase, resultando em menores quantidades de glucana B-(1->3) encontradas na
parede celular do fungo.

Apesar da parede celular ser uma estrutura vital para a existéncia dos fungos,
pesquisas precisam ser realizadas para a compreensao das etapas que levam a sua
sintese. As informacbes disponiveis apontam que alteragdes no ambiente provocam
mudancas na composicao e organizacdo estrutural da parede celular, dificultando a
determinacdo das etapas que levam a biossintese. Todos esses fatores mostram que a
estrutura da parede celular muda frequentemente para se adequar ao ambiente e

estresse externo. Modificacbes na composicdo bem como na localizacdo do
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polissacarideo podem ser caminhos usados pelo fungo para se proteger contra
agressdes (LATGE, BEAUVAIS, 2014). Este recurso fisiolégico e bioquimico, usado para
sobrevivéncia, gera uma quantidade bastante elevada de polissacarideos
heterogéneos. A seguir se encontram alguns trabalhos disponiveis na literatura com

polissacarideos isolados da biomassa e parede celular dos fungos.

2.3 POLISSACARIDEOS DE FUNGOS ASCOMICETOS

A galactose é uma das hexoses mais frequentes nas estruturas dos
polissacarideos. Normalmente nos mamiferos e nas plantas, ela se encontra na forma
piranosidica, enquanto que nos fungos suas unidades podem ser piranosidicas ou
furanosidicas (HEESEMANN et al., 2011). Particularmente, quando se trata de
polissacarideos provenientes de fungos ascomicetos, é comum unidades
galactofuranosidicas (Galf) estarem presentes nas estruturas (BARRETO-BERGTER,
GORIN, TRAVASSOS, 1981; TISCHER et al., 2002) como serd observado nesta se¢ao.

Do extrato alcalino da biomassa do Arachniotus verruculosus foi isolado um
heteropolissacarideo de galactose e manose. Os resultados de metilagdo mostraram
como principais derivados 1,4,6-tri-O-acetil-2,3,5-tri-O-metil-galactitol e 1,4,5-tri-O-
acetil-2,3,6-tri-O-metil-galactitol e os espectros de RMN, com deslocamentos quimicos
mais intensos em campo baixo, caracterizaram a estrutura do heteropolissacarideo
como linear, formada por unidades B-D-Galf-(1>6) e pB-D-Galf-(1->5). A baixa
concentragdo de manose (3%) sugeriu a presenca de um nucleo de manana na
estrutura (AHRAZEM et al., 2001). O mesmo grupo de pesquisadores extraiu de Discula
destructiva spp uma molécula de estrutura semelhante, porém com ramificacdes em
0O-2 por residuos a-L-Rhap nas unidades B-D-Galf-(1-6), confirmada pela presenca do
derivado 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3,5-di-O-metil-galactitol (AHRAZEM, et al., 2007).

Outro heteropolissacarideo, chamado de glucogalactana, foi obtido apds
purificacdo por cromatografia de filtracdo em gel do extrato alcalino da biomassa do
Verticillium lecanii. A andlise por cromatografia de exclusdo estérica a alta pressao
acoplada com detector de indice de refracdo (HPSEC/RID) revelou uma glucogalactana

com massa molecular de 1,8 x 10* Da. Com as andlises de FTIR e RMN a molécula foi
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caracterizada como tendo uma cadeia principal formada por unidades B-D-Galf-(1->6)
ligadas, substituidas em O-2 por unidades a-D-Glcp-(1-> ou pelo dissacarideo a-d-Galf-
(1->6)-0-D-Glcp-(1-> (CORRADI DA SILVA et al., 2013).

O heteropolissacarideo isolado do extrato aquoso a quente do corpo de
frutificacdo do Cordyceps militaris, com massa molecular aparente de 4,3 x 10° Da, foi
analisado por HPAEC/PAD, FTIR, CG-EM e RMN. Os resultados dessas analises
indicaram que o polissacarideo era constituido por uma cadeia principal de unidades
a-D-Glcp-(1->6) e a-D-Glcp-(1->4), sendo as ultimas, substituidas em O-6 por residuos
dissacaridicos de a-D-Glcp-(1->3)-B-L-Rha-(1-> (JING et al., 2014). Do extrato alcalino
dessa mesma espécie fungica, foi isolado um heteropolissacarideo com a cadeia
principal composta por unidades a-D-Glcp-(1->6) e a-D-Glcp-(1->3), com as ultimas
unidades possuindo ramificacdo em 0O-6 pelos residuos dissacaridicos: a-D-Glcp-(1->6)-
B-D-Galp-(1-> e B-D-Galp-(1->4)-B-D-Manp-(1-> (Bl et al., 2018).

Da espécie Shiraia bambusicola, foi extraido um heteropolissacarideo
ramificado, formado por manose, glucose e galactose. Com os resultados de metilagao
e analises de RMN, pbéde-se concluir que sua cadeia principal é formada por unidades
o-D-Manp-(1->2) ligadas, com substituicdo em O-6 por unidades com diferentes graus
de polimerizagao, sendo elas: a-D-Manp-(1->6), a-D-Glcp-(1->4), a-D-Glcp-(1->6), além
de unidades B-D-Galf-(1-6) substituidas em O-2 pelo dissacarideo B-b-Galf-(1->2)-B-D-
Galf-(1-> (ZHOU et al., 2019). A estrutura deste e dos demais heteropolissacarideos

descritos nesta secdo, estdo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Estrutura de polissacarideos provenientes de fungos ascomicetos.

Espécie
(Referéncia)

Estrutura

Arachniotus verruculosus

(AHRAZEM et al., 2001)

-[6-B-D-Galf-(1->5)-B-D-Galf-(1->],nlicleo de manana

Discula destructiva spp

(AHRAZEM et al., 2007)

{{6)-p-0-Galf-{1-5)--D-Galf-{ 1], 6)--D-Galf-(1-5)--D-Galf-{ 1}, nicleo de manana

2

Verticillium lecanii

(CORRADI DA SILVA et al., 2013)

1'
1
a-L-Rhap
A A
[->6)-B-D-Galf-(1-3 [6)-B-D-Galf-(1->],
2 2
+ +
1 1
adGlp B|  aDGkp C
A 6
?
1
a-D-Galp D

Cordyceps militaris

(JING etal., 2014)

(6€1)--L-Rha-(3->1)-a-D-Glc

Tt
-{4)-«1-0-Glc-(1-) )-a-D-GIc-b{S)-u-D—GIc-(l-%

Cordyceps militaris

(Bl etal., 2018)

(6¢1)-B-D-Man-(4->1)-B-D-Gal
t
{)3)-«-0-Glc-(1} 6)-a-D—GIc-1-{ 3)-a-o-GIc~(1}
v

Gal-D-B-(1 {G)Glc-o-a-(l(j 6)

Shiraia bambusicola

(ZHOU etal., 2019)

[92)-a-D-Manp-(1-2)-a-0-Manp-(1-2)-a-D-Manp-{1-2)-a-D-Manp-{192)-a-D-Manp-(12)-a-D-Manp-{1],

B-D-Galf{1-52)-p-0-Galf{152

a-D-Glep-(1->6)-a-D-Glcp-(1-> o
a-D-Glep-{1->4)-a-D-Glcp-(1-> o

B-0-Galf-(1->6)-8-0-Galf-(1->6)-g-0-Galf-(1> o

a-D-Manp-(1->6)-a-D-Manp-(1-> o
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2.4 POLISSACARIDEOS DE ASCOMICETOS - ESTUDOS DE POSSIVEIS APLICAGOES

Ha algum tempo polissacarideos fungicos sdo alvos de pesquisas que buscam

por novas moléculas com potencial de uso nos diversos setores industriais. Suas

diferentes propriedades terapéuticas tém sido estudadas e os resultados mostram que

a biomassa e parede celular fungica podem ser fontes de biopolimeros biologicamente

ativos (GIAVASIS, 2014).

A a-manana (Figura 3) obtida do extrato alcalino de Kluyveromyces marxianus

teve sua atividade antiproliferativa ensaiada frente as células humanas tumorais de

c6lon do utero (Hela) e do figado (Hep-G2) e normais 3T3 (proveniente de fibroblasto

de camundongo). O polissacarideo nao foi citotdxico para as células Hela e pouco

citotoxico as Hep-G2, atingindo a menor proliferacdo dessas células na concentracao

de 2,0 mg/mL. A concentra¢do de 0,5 mg/mL foi a Unica capaz de ndo promover danos

na linhagem de célula normal 3T3. Outro estudo para aplicacdo da a-manana foi sua

possivel agdo como quelante de ions cobre e ferro. Diferentemente dos experimentos

com as células tumorais, a a-manana apresentou excelente atividade quelante, onde

conseguiu reter 84,6% do ferro presente em uma solucdo, quando na concentracdo de

2,0 mg/mL (GALINARI et al., 2017).

Figura 3- Estrutura proposta para a a-manana obtida do extrato alcalino de Kluyveromyces

marxianus.
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O extrato de polissacarideo obtido de Cordyceps cicadae apresentou atividade
contra a bactéria gram-negativa Escherichia coli. A concentragao inibitéria minima para
a acdo bactericida foi de 0,10 mg/mL. O efeito inibidor do polissacarideo no
crescimento da E. coli diminuiu apds o periodo de 4 horas, podendo ser justificado
pelo fato do polissacarideo estar sendo utilizado como alimento pela bactéria.
Entretanto, apdés o periodo de 24 horas, o processo de inibicdo foi observado
novamente. Além disso, o polissacarideo conseguiu modificar a permeabilidade da
membrana plasmatica e da parede celular da bactéria, colocando-a em contato com
compostos prejudiciais e, consequentemente, causando sua morte (ZHANG et al.,
2017). Esses resultados apontam o uso de polissacarideos fungicos em tratamentos
contra infec¢des bacterianas.

Outra possibilidade do uso de polissacarideos na area medicinal é como
imunoreguladores. O heteropolissacarideo obtido de Shiraia bambusicola foi capaz de
ativar macréfagos, que sao importantes células de defesa contra patdgenos e corpos
estranhos que invadem o organismo. Para cumprir essa fungdo, normalmente os
macrofagos usam o mecanismo da fagocitose para matar e eliminar os invasores. O
heteropolissacarideo também estimulou os macréfagos a produzirem maior
guantidade da enzima éxido nitrico sintase, o que proporcionou, consequentemente,
maior formacdo do oxido nitrico, que tem dentre vérias funcdes, trabalhar na resposta
inflamatadria e no processo de imunidade do organismo (ZHOU et al., 2019).

Liu e colaboradores (2019) compararam a atividade antitumoral de
polissacarideos provenientes dos cultivos em meio sélido (a partir do corpo de
frutificacdo) e meio liquido (a partir da cepa) do fungo Cordyceps militaris. Ambos os
polissacarideos tinham caracteristicas estruturais semelhantes, porém com proporgdes
monossacaridicas diferentes. O melhor efeito antitumoral sobre as células de cancer
de pulmao H1299 resultou do polissacarideo proveniente do cultivo em meio liquido, o
qual inibiu a proliferagao das células em cerca de 20% a mais do que o outro
polissacarideo, ambos na concentracdo de 500 pg/mL. Este resultado faz com que os
cultivos em meio liquido do Cordyceps militaris seja o escolhido para a producdo de

polissacarideos e, segundo os autores, € uma vantagem, visto que sdo cultivos com
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ciclos curtos, onde ha baixo consumo de energia, livres de metais pesados e facilidade

no controle (LIU et al., 2019).
2.5 Colletotrichum gloeosporioides

O género Colletotrichum engloba fungos saprofitos e patégenos, sendo os
ultimos causadores de uma das doencas mais severas que ocorrem em plantas de
regides tropicais e subtropicais, conhecida por antracnose (MENEZES, 2006).

A antracnose (Figura 4) é uma doenga que ocasiona lesdes em frutos antes e
apos a colheita. Ela é mais frequente no verao, devido a temperatura e umidade altas.
(TAVARES, COSTA, SANTOS, 2005). As plantas estdo expostas a esta doenca em todas
as etapas do seu crescimento, e o patégeno é capaz de se dispersar de uma espécie
para outra, através de agentes do ambiente aéreo. Dentre as espécies causadoras da
antracnose, a C. gloeosporioides é apontada como uma das mais ativas (MENEZES,
2006). Esta espécie se espalha principalmente pela acdo do vento e de respingos de
chuva, atacando a planta em suas aberturas naturais ou ferimentos e tendo a
capacidade de invadir os drgdos do hospedeiro, permanecendo inativa até que surjam
condicbes favordveis de temperatura e umidade, podendo, entdo, se manifestar
somente no periodo de pds-colheita, ainda que o ataque tenha ocorrido durante a

floracdo da planta (TAVARES, COSTA, SANTOS, 2005).

Figura 4- Sintomas de antracnose provocada por Colletotrichum gloeosporioides em: (a) folhas

de chuchu (Fonte: LIMA, 2013); (b) nos frutos de mamao (Fonte: HALFELD-VIERA, 2010) e (c)

manga (Fonte: AGRIPORTICUS, 2015).
AR
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Entre os diversos micro-organismos utilizados como antifingicos, se destacam
os fungos do grupo Trichoderma. Espécies desse ascomiceto foram testadas na busca
por alternativas contra a contaminagao do Colletotrichum gloeosporioides em
plantagGes de pimentdo (Capsicum annuum). As espécies de Trichoderma exibiram
atividade micoparasitica e usaram o micélio do C. gloeosporioides como fonte de
carbono e energia. As espécies que mais inibiram o crescimento do C. gloeosporioides
foram T. asperellum e T. longibranchiatum, em respectivamente, 22,5% e 21,9%. As
linhagens de Trichoderma ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas apds o
experimento. Os resultados podem indicar que o comportamento de cada cepa de
Trichoderma depende da espécie e dos compostos metabdlicos que ela pode liberar,
como antibidticos, que podem limitar o crescimento normal do fungo, no caso do C.
gloeosporioides (CRUZ-QUIROZ et al., 2018).

Outra alternativa para evitar a antracnose provocada por C. gloeosporioides é
utilizar o composto organico 1-metilciclopropeno (1-MCP). Ele foi capaz de controlar o
progresso da antracnose na manga reduzindo-a em 45,7%. Nos testes in vitro, reduziu
o crescimento do C. gloeosporioides com taxas de germinacdo de esporos (para o
periodo de dez horas) de 86,4% para a amostra tratada com 1-MCP, contra 98,3% do
controle. Além disso, o 1-MCP estimulou a formacao das espécies reativas de oxigénio,
0 que provocou mudancas na membrana dos esporos e reduziu a quantidade de
mitocondrias sadias. Com todos esses resultados pode-se dizer que o composto 1-MCP
é uma excelente alternativa para preservar a qualidade e tempo de vida da fruta
manga nas prateleiras, visto que seu uso em frutos pds-colheita pode adiar o processo
natural de envelhecimento da fruta evitando o desenvolvimento do C. gloeosporioides
e consequentemente, da antracnose (XU et al., 2017).

Ha, sem duvida, muitas pesquisas voltadas para o estudo da fitopatologia
causada pelo ascomiceto C. gloeosporioides, entretanto, o micro-organismo também
pode ser considerado como uma fonte de compostos benéficos. Park e colaboradores
(2001) testaram a propriedade dispersante do polissacarideo secretado por C.
gloeosporioides, durante seu cultivo em meio liquido. O polissacarideo foi capaz de
dispersar dentre alguns compostos, a argila. Como esta técnica é utilizada em muitos

campos, como na producdo de pesticidas, cimentos e aditivos ceramicos, a
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propriedade do polissacarideo é atraente. No entanto, a identificacdo quimica do
composto é essencial para correlacionar a atividade com a estrutura quimica (PARK et
al., 2001).

Outro resultado positivo com fungos do género Colletotrichum envolveu
espécies endofiticas - que sdo aquelas que habitam o interior das plantas sem provocar
danos aparentes ao hospedeiro (AZEVEDO, 1998) - de Colletotrichum sp, isoladas da
planta Carapa guianensis (nativa da Amazonia, conhecida por “andiroba”). As espécies
apresentaram atividade antibacteriana no ensaio contra a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli ATCC 11775. Esta habilidade de prote¢do que os fungos endofiticos
exercem pode estar relacionada com a adaptacdo que eles necessitam para
sobreviverem e colonizarem a planta hospedeira, num ambiente selvagem.
Pesquisadores revelam que compostos bioativos podem ser os responsaveis por essa
funcdo e que ha possibilidade dessas moléculas serem utilizadas para o controle ou
inibicdo de doengas (FERREIRA et al., 2015).

Apesar dos inumeros estudos realizados com o fungo Colletotrichum
gloeosporioides, pouco se sabe sobre a composicdo quimica da sua biomassa e da
parede celular, portanto, conhecé-la, principalmente, com respeito aos
polissacarideos, podera contribuir com os estudos que visam o combate desse micro-
organismo como causador de doenca e, nossa principal proposta, como uma fonte de

moléculas que podera ser utilizada no futuro como novos agentes farmacolégicos.

2.6 Fusarium sp

Os fungos do género Fusarium, considerados ascomicetos, sdo conhecidos pelo
rapido crescimento e formacdo de col6nias de coloracdo palida ou colorida, contendo
micélio aéreo e difuso. Varias espécies de Fusarium se desenvolvem no solo e
promovem a degradacao de substratos provenientes da celulose que sdao encontrados
nas plantas. Além de se comportarem como saprofitos, algumas espécies do género
sdo consideradas parasitas (Figura 5) (DOMSCH, GAMS, ANDERSON, 1980 apud GOMES
et al,, 2013).
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Figura 5- Doencas provocadas por fungos do género Fusarium. (a) podriddes na batata (Fonte:
LOPES, 2018) e no (b) milho (Fonte: PEREIRA DE MELO, 2012) e (c) fusariose no abacaxi (Fonte:
VENTURA, COSTA, 2008)
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O fungo Fusarium sp é encontrado ao redor do mundo habitando todos os tipos
de solos ou estabelecendo relagcdes com espécies vegetais. Ele pode permanecer vivo
durante longos periodos degradando a matéria organica do solo, atuando, portanto,
como uma espécie saproéfita, como também, provocar doencas em culturas de grande
importancia econémica. Além disso, o género Fusarium também engloba espécies
endofiticas (MARTINS, 2005).

Na biorremediacdo de solos a espécie de Fusarium sp mostrou eficiéncia na
degradacdo de hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (HAPs). Diferentes
concentracdes de indculo do fungo foram testadas contra HAPs de cinco a seis anéis
benzénicos. Os melhores resultados foram nos testes com HAPs de seis anéis. Para a
melhoria dos experimentos, os mesmos testes foram realizados com adicdo de amido.
O processo de fornecer uma fonte extra de carbono nos tratamentos de
biodegradacdo de HAPs (contendo a partir de quatro anéis de benzeno) é usualmente
realizado com sucesso. Como previsto, a jungdo do amido ao micélio do Fusarium sp
aumentou a porcentagem de degradagdo dos HAPs, verificando-se que quanto maior a
quantidade de amido adicionado, maior o efeito de biorremediacdo (ZHAO et al.,
2017).

Salehi e colaboradores (2018) isolaram espécies de Fusarium do solo. Apds o
cultivo em laboratdrio, as biomassas fungicas foram submetidas a extracdes aquosas a

guente para a remocdo dos polissacarideos solUveis em agua. Esses polissacarideos
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foram avaliados frente a agao antitumoral contra as linhagens de células humanas
linfoblastoides (LCL), causadoras de cancer nos linfécitos B, e Hela (provenientes do
colén do utero). Os polissacarideos foram eficientes contra as células LCL, porém ndo
mostraram efeito consideravel contra as células Hela.

A espécie endofitica de Fusarium sp, isolada do acafrdo, foi cultivada em
laboratério para que seus metabdlitos secundarios fossem investigados. Apds o
processo de purificacdo, o metabdlito que se mostrou puro, foi submetido a testes de
atividade citotéxica, provocando um efeito de inibigdo contra células de leucemia da
linhagem THP-1. Sabe-se que este composto tem a féormula molecular representada
por C44He4024, No entanto, ha uma lacuna quanto sua estrutura. Para que o metabdlito
possa ser aplicado no futuro, um detalhamento de sua estrutura devera ser efetuado,
segundo os autores (RAJ et al., 2015).

Outra espécie endofitica de Fusarium também apresentou metabdlitos
secundarios com propriedades biologicamente ativas: polissacarideos secretados por
Fusarium oxysporum Dzfl7 mostraram respostas positivas quando submetidos a
ensaios de atividade antioxidante. Os autores acreditam que esses polissacarideos
possam ser utilizados de forma segura, apds uma investigacdo minuciosa sobre as suas
estruturas quimicas (LI et al., 2011a).

O polissacarideo secretado pela espécie Fusarium oxysporum Y24-2 com massa
molecular de 3,6 x 10* Da, foi caracterizado como tendo derivados 1,5,6-tri-O-acetil-
2,3,4-tri-O-metil-glucitol e 1,2,4-tri-O-acetil-3,5,6-tri-O-metil-galactitol, na proporcao
de 1,02:1,00. Esses derivados metilados sugerem a presenca de residuos piranosidicos
e furanosidicos na estrutura polimérica correspondendo, respectivamente, a glucose e
galactose. Esses resultados foram confirmados pelos espectros de RMN, os quais
mostraram que o exopolissacarideo possui estrutura linear com a cadeia formada por
unidades alternadas B-D-Galf ligadas em 0O-2 por a-D-Glcp, e residuos a-D-Glcp
substituidos em O-6 por unidades B-D-Galf (GUO et al., 2013).

Do Fusarium solani DO7, isolado da planta Dendrobium officinale (uma espécie
de orquidea), foi obtido um exopolissacarideo com os seguintes residuos estruturais:
a-L-Araf-(1-5), a-D-Manp-(1->3), B-D-Glcp-(1->4), B-D-Galp-(1->3,6) e B-D-Galp-(1->6).
Devido a elevada viscosidade e baixa solubilizacdo, os autores encontraram
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dificuldades em concluir a caracterizagdao quimica, focando a continuidade da pesquisa
na aplicacdo. A citotoxicidade do exopolissacarideo foi avaliada frente as células
embrionarias de rim humano e células da linhagem RAW 264.7 de macrdfagos. Nas
duas células o exopolissacarideo manteve a viabilidade, indicando ndo toxicidade para
elas. Além disso, a capacidade fagocitaria das células RAW 264.7 aumentou de maneira
dose-dependente com a adicdo do exopolissacarideo nas diferentes concentragdes
(ZENG et al., 2019).

Embora existam trabalhos que visam a aplicacdo de polissacarideos e outros
metabdlitos produzidos pelo Fusarium sp, a lacuna sobre a composi¢ao quimica de sua
biomassa e parede celular ainda existe. Este trabalho tem como um dos objetivos
principais esclarecer essa composicao, focando nos polissacarideos. Isso ira fornecer
dados adicionais sobre o micro-organismo, além de disponibilizar novas moléculas

para ensaios bioldgicos.

3 OBIJETIVOS

3.1 Geral

Obter polissacarideos a partir da biomassa dos fungos Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium sp, caracteriza-los quimicamente e realizar ensaios de

citotoxicidade.

3.2 Especificos

Realizar extracdo etandlica para remoc¢ao de compostos de natureza lipidica.

Realizar extracdo aquosa a quente para remocdo dos polissacarideos de
interesse do estudo.

Purificar os polissacarideos obtidos na extracdo aquosa utilizando ciclos de
congelamento e descongelamento e cromatografia de filtracdo em gel.

Definir o grau de homogeneidade dos polissacarideos por cromatografia de

exclusdo estérica acoplada ao detector de indice de refragcdo (HPSEC/RID).
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Determinar a composigao monossacaridica por cromatografia liquida de troca
ibnica em alta pressao, apods hidrolise acida total dos polissacarideos.

Identificar a posicao das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos analisando os
espectros dos acetatos de alditdis parcialmente metilados, usando a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

Determinar a estrutura dos polissacarideos por ressonancia magnética nuclear
mono (*H, *C) e bidimensional (COSY, HMBC, HSQC, TOCSY).

Realizar ensaios bioldgicos para avaliar a capacidade citotdxica dos

polissacarideos puros.
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Micro-organismos

Os fungos endofiticos Colletotrichum gloeosporioides, isolado da Mimosa
pudica, e Fusarium sp, isolado da Maytenus aquifolia (conhecida como espinheira
santa), foram cedidos pela professora Dra. Adriana Knob (UNICENTRO - Guarapuava,
PR) e identificados pelo professor Dr. André Rodrigues (UNESP - Rio Claro, SP). Os
fungos estdao depositados no banco de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia Aplicada da Unicentro - PR.
4.1.2 Reagentes

Os principais reagentes utilizados para o desenvolvimento da pesquisa foram

de grau analitico. Na cromatografia de filtracdo em gel a pressdao normal, utilizou-se o

gel Sepharose CL-6B.
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4.1.3 Equipamentos

Agitadores magnéticos Quimis, modelo Q261-22 e Fisatom, modelo 752.

Agitador de tubos Phoenix, modelo AP-56.

Autoclaves verticais Fabbe (modelo 103) e Phoenix (modelo AV-50), condigdes
de uso: 121 °C, 15 a 20 minutos.

Balanga analitica Mettler-Toledo, modelo AB204.

Balanga semi-analitica Gehaka BG 2000.

Camara de fluxo laminar Marconi, modelo 1552/120.

Centrifuga refrigerada Cientec, modelo 5000R e microcentrifuga Beckman,
modelo 365606.

Cromatografia de filtracdo em gel: desenvolvida em coluna de vidro preenchida
com gel Sepharose CL-6B, com auxilio da bomba peristaltica Pump P-1, Amersham
Pharmacia Biotech e coletor Frac-100, Amersham Pharmacia Biotech.

Cromatodgrafo gasoso 2010-plus acoplado ao espectrémetro de massa T08040,
Shimadzu.

Cromatografo gasoso 7820A acoplado ao espectrOmetro de massa 5975E,
Agilent.

Cromatodgrafo liquido de exclusdo estérica a alta pressdo (HPSEC-High Pressure
Size Exclusion Chromatography) Shimadzu, equipado com detector de indice de
refracdo diferencial, Shimadzu, modelo RID-10A, para analises de cromatografia de
permeacdo em gel.

Cromatodgrafo liquido de troca idnica com detector eletroquimico, modelo ED
40, bomba gradiente, modelo GP 40 e integrador Dionex, modelo 4600.

Deionizador marca Labconco, Water Pro Ps.

Destilador Quimis.

Espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-Vis 1601.

Estufa bacterioldgica Cienlab, modelo CE-210/64-1.

Estufa Nova Etica, modelo 400/*ND.

Evaporador rotativo Biichi, modelo R-114, com auxilio de bomba de vacuo

Blichi, modelo V-100.
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Fotocolorimetro Micronal, modelo B440.
Incubadora Shaker SP Labor, modelo SP-222.
Liofilizador Edwards, modelo E-C.

Sistema para filtra¢dao a vacuo.

4.2 METODOS GERAIS

4.2.1 Manutencgao dos micro-organismos

Os fungos foram mantidos em meio BDA (batata-dextrose-agar) inclinado, a 4

°C, com repiques trimestrais.

4.2.2 Cultivo dos micro-organismos para obten¢ao da biomassa

Para a obtengdo da biomassa de cada fungo os cultivos foram desenvolvidos de
acordo com os protocolos estabelecidos por Dominato (2017), onde as condicGes
selecionadas foram as que apresentaram maior quantidade de biomassa no final do
experimento.

Inicialmente os fungos foram transferidos para placas de Petri contendo meio
minimo de Vogel (VOGEL, 1956), glucose 1% (m/v) e agar 2% (m/v). As placas foram
incubadas durante 5 dias a 28+2 °C em estufa bacterioldgica. Apds este periodo, foram
transferidas pequenas por¢des de hifas dos fungos das superficies das placas, para
frascos de erlenmeyer de 125 mL, contendo meio minimo de Vogel e glucose 1% (m/v).
Os frascos foram mantidos sob agitacdao constante (180 rpm) por 48 horas a 28+2 °C.
Apds este periodo, os micélios foram transferidos assepticamente para um
homogeneizador de células (blender) previamente autoclavado, sendo
homogeneizados por 30 segundos a velocidade maxima. Os homogeinatos foram
centrifugados (4 °C, 30-32 minutos, 4800 x g), os sobrenadantes foram descartados e
os precipitados ressuspensos em solucdo salina fisioldgica estéril 0,9%. As suspensdes
de células homogeneizadas foram diluidas em solugao salina fisioldgica estéril 0,9%,
até se obter um valor de absorbéancia entre 0,4 a 0,5 em 400 nm (as leituras foram
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realizadas no espectrofotémetro Shimadzu, modelo UV-Vis 1601). As solucdes de
células obtidas foram inoculadas em frascos de erlenmeyer de 500 mL contendo 100
mL de meio minimo de Vogel acrescido de glucose 5% (m/v). Nos frascos referentes ao
cultivo do Colletotrichum gloeosporioides foram utilizados 12 mL de indculo (3 mL de
solucdo de células para cada 25 mL de meio) e nos frascos referentes ao cultivo do
Fusarium sp foram utilizados 8 mL de indculo (2 mL de solugdo de células para cada 25
mL de meio). Os cultivos foram mantidos sob agitacdo constante (180 rpm) por 72
horas a 28+2 °C, totalizando 11 dias para cada cultivo. Os volumes de indculo
selecionados foram os que apresentaram maior producdo de biomassa fungica nos
experimentos realizados por Dominato (2017). As Figuras 6 e 7 mostram as etapas dos

cultivos.

Figura 6- Cultivo do micro-organismo Colletotrichum gloeosporioides: (a) micro-organismo
crescido da placa de Petri; (b) pré-indculo de 48 horas a 28+2 °C, 180 rpm; (c-e) indculo de 72
horas a 2842 °C, 180 rpm.
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Figura 7- Cultivo do micro-organismo Fusarium sp: (a) micro-organismo crescido da placa de
Petri; (b) pré-indculo de 48 horas a 28+2 °C, 180 rpm; (c-e) indculo de 72 horas a 28+2 °C, 180
rpm.

4.2.3 Isolamento da biomassa flingica

Os cultivos foram interrompidos utilizando um sistema de filtracdo a vacuo, o
que resultou na separag¢ao do meio liquido da biomassa.

As biomassas foram lavadas com dagua destilada para remoc¢dao do meio de
cultivo e dos residuos metabdlicos secretados pelos micro-organismos. Este
procedimento foi realizado até que a agua de lavagem apresentasse resultado
negativo para o método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), o qual detecta a
presenca de acglcar. Apds este processo as biomassas foram liofilizadas e pesadas. A

sequéncia dos procedimentos pode ser observada nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8- Biomassa Colletotrichum gloeosporioides sendo lavada (a), apds a lavagem (b), e
sendo macerada (c-d).

V.

Figura 9- (a) Biomassa Fusarium sp; b) biomassa sendo lavada; (c) dguas provenientes do
tratamento da biomassa com agua; (d) biomassa lavada, (e) liofilizada e sendo macerada (f).
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4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Método de Bradford

O método de Bradford (1976) foi utilizado para a determinacdo da
concentragdo de proteinas. O fundamento do método consiste na ligacdo do corante
(Coomassie Blue G-250) com a proteina, formando um complexo de cor azul.

Solugdo estoque: 40 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 foram dissolvidos
em 20 mL de etanol absoluto. Foram adicionados 40 mL de acido fosférico 85% e agua
destilada para completar 100 mL de solucdo. A solucdo foi deixada em repouso
“overnight”, filtrada em papel de filtro e armazenada na geladeira em frasco escuro.

Solugdo para o teste: foi realizada uma diluicdo (1:4, v/v) da solucdo estoque
em agua e, em seguida, filtrada em papel de filtro.

Procedimento: em 100 pL de amostra foram adicionados 1 mL da solucdo
diluida do corante e, em seguida, foi efetuada a leitura em espectrofotémetro a 595
nm. Para o cdlculo da concentracdo de proteina, foi utilizada uma curva de calibracdo

com albumina bovina (BSA) (1 mg/mL) na faixa de concentragdo de 5 a 50 pg.

4.3.2 Método do Fenol-Acido sulfurico

O método do fenol-acido sulfurico descrito por Dubois e colaboradores (1956)
foi utilizado nas etapas de extracdo, purificagdo e caracterizacao para identificar e
guantificar os carboidratos totais. O método consiste na formacdo do derivado
hidroximetil furfural, a partir de hexoses, ou furfural, a partir de pentoses, pela
presenca de H,SO,4 concentrado, que reage com o fenol, formando um complexo de
coloracdo amarela.

Reagentes: solucdo de fenol 5% e H,SO,4 concentrado.

Procedimento: em 0,5 mL de amostra (diluida com agua destilada para ajuste
de uma solugdo com a quantidade de agucar dentro da faixa de concentracdo da curva
padrdo) foram adicionados 0,5 mL de solucdo de fenol 5% e, em um unico jato, 2,5 mL

de H,SO4; concentrado. Apds o esfriamento da amostra (deixada em repouso), as
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leituras foram efetuadas no espectrofotémetro Shimadzu, modelo UV-Vis 1601, a 490
nm. Para calcular a concentragao de agucar total, foi utilizada uma curva de calibragao

de glucose (0,1 mg/mL) na faixa de concentracdo de 5 a 50 pg.

4.4 EXTRAGOES DOS POLISSACARIDEOS

4.4.1 Extragao etanolica

As biomassas liofilizadas foram maceradas e submetidas a extra¢do etandlica
(1:20 m/v) a 78 °C, utilizando sistema Soxhlet, por um periodo de 12 horas. Os extratos
etandlicos, denominados Egion.c para o C. gloeosporioides e Egion.r para o Fusarium sp,
foram concentrados para reducdo do volume, secos em estufa a 50 °C e armazenados.
Os residuos das extracdes etandlicas Rjc (proveniente da extracdo do C.
gloeosporioides) e Ryr (proveniente da extracdo do Fusarium sp) foram secos a 50 °C,

macerados e pesados.

4.4.2 Extragao aquosa a quente

Os residuos das extracoes etandlicas, Ric e Ry, foram submetidos a extracao
aquosa a quente (1:20 m/v), a 100 °C, por um periodo de 4 horas (Figura 10). Os
materiais resultantes da extracdo foram filtrados, ainda quentes, com papel de filtro, e
os residuos restantes foram submetidos ao mesmo procedimento de extragao, por
mais trés vezes.

Os extratos obtidos foram reunidos em porgdes Unicas, denominadas Epo.c
(para o C. gloeosporioides) e Enyo.r (para o Fusarium sp), tendo seus volumes reduzidos
e posteriormente congelados, para iniciar o procedimento de congelamento e
descongelamento.

Os residuos das extracdes aquosas a quente, denominados R,c para o C.
gloeosporioides e Ryr para o Fusarium sp, foram secos em estufa a 50 °C, pesados e

armazenados.
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Figura 10- Extracdo aquosa da biomassa do Colletotrichum gloeosporioides (1:20 m/v, 100 °C,
4h, 4x).

4.5 PURIFICAGAO E CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS ENCONTRADOS NOS
EXTRATOS AQUOSOS

4.5.1 Fracionamento dos polissacarideos por tratamentos consecutivos de

congelamento e descongelamento

Os extratos aquosos (Enyo.c € Enzo.f) foram solubilizados em agua destilada,
congelados e entdo, descongelados a temperatura ambiente (CORRADI DA SILVA et al.,
2008; GORIN, IACOMINI, 1984). Este processo resultou em uma fracdo soluvel e outra
insolavel (Figura 11), separadas por centrifugacdo (4 °C, 30 minutos, 4800 x g). Na
fracdo insoluvel foi adicionada agua destilada e, novamente, ambas as fragdes soltvel
e insoluvel, foram congeladas e depois, descongeladas a temperatura ambiente. A
fracdo insoluvel foi separada novamente por centrifugacdo e o sobrenadante e
precipitado (solubilizado em agua destilada) foram congelados, separadamente.

Este processo foi repetido diversas vezes, até que as fragdes sollveis ndo

apresentassem precipitados durante o descongelamento.
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Figura 11- Materiais provenientes do processo de congelamento e descongelamento dos
extratos aquosos do C. gloeosporiodes (a) e do (b) Fusarium sp.

(b)

As fragdes sollveis foram reduzidas a pequeno volume sob pressao reduzida e
adicionadas a 3 volumes de alcool etilico absoluto, para precipitacdo dos
polissacarideos. Apds a centrifugacdo, os precipitados etandlicos dos extratos aquosos,
provenientes das biomassas do C. gloeosporioides e do Fusarium sp, foram
solubilizados em agua destilada e submetidos a dialise (em tubos de 12.000 MWCO)
contra agua corrente por aproximadamente 24 horas. Apds esse periodo, as fra¢des
retidas nos tubos, denominadas, respectivamente, de PEy,o.c (fracdo correspondente
ao C. gloeosporioides) e PEnyor (fracdo correspondente ao Fusarium sp) foram
liofilizadas, pesadas e solubilizadas em volumes conhecidos de agua destilada. Destas
fracoes, foram retiradas aliquotas para: dosagem de acucar total e proteina,
determinacdo da composicdo monossacaridica apds hidrélise acida total e verificacdo

do grau de homogeneidade por cromatografia de exclusdo estérica.

4.5.2 Cromatografia de filtragcido em gel Sepharose CL-6B

As fracGes PEyso.c € PEyyo.F foram purificadas por cromatografia de filtragdo em
gel a pressdao normal.
O gel selecionado, Sepharose CL-6B, é formado por aproximadamente 6% de

agarose, sendo estabilizado por liga¢cdes de hidrogénio. Possui faixa de fracionamento
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de 1 x 10* a 4 x 10° Da para peptideos e proteinas globulares e de 1 x 10* a 1 x 10°Da
para dextranas (BOYER, 1993; CHAMBERS, RICKWOOD, 1993).

Para os testes iniciais a coluna de vidro tinha um volume aproximado de 173 mL
(28 cm x 2,8 cm). Posteriormente, uma coluna de vidro maior, com volume
aproximado de 220 mL (45 cm x 2,5 cm) foi utilizada para dar continuidade aos
experimentos relacionados com o C. gloeosporioides. Os experimentos relacionados ao
fracionamento do extrato do Fusarium sp foram realizados na coluna menor (volume
de 173 mL).

Condig¢Oes da analise: a d4gua destilada foi utilizada como eluente, o fluxo de 1,0
mL/min foi selecionado e o volume da fragdo coletada era de 2,5 mL. Para averiguar o
empacotamento da coluna, foi aplicado 500 puL de uma solugdo de 1 mg/mL de blue
dextran, que é uma dextrana com alta massa molecular, cujo perfil de eluicdo pode ser
utilizado como parametro de bom empacotamento, bem como para a determinagao
do volume morto.

Procedimento: aliquotas do PEyyo.c € do PEyyof contendo de 8 a 14 mg de
acgucar total, foram solubilizadas em 2,0 mL de dgua destilada e centrifugadas (5100 x
g, 5 minutos). Seus respectivos sobrenadantes foram aplicados, separadamente, em
colunas de gel Sepharose CL-6B. Os experimentos ocorreram em ambiente climatizado
(2412 °C).

Aliquotas das fracdes foram retiradas e analisadas para carboidrato pelo
método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Apds determinar o perfil de
eluicdo, as fragdes correspondentes a cada pico foram reunidas e liofilizadas. Aliquotas
de cada pico foram retiradas para determinar a composicdo monossacaridica, apos

hidrdlise acida total, e o grau de homogeneidade por HPSEC/RID.

4.5.3 Teste de homogeneidade por cromatografia de exclusdao estérica acoplada ao

detector de indice de refragdo (HPSEC/RID)

Aliquotas do PEyy0.c € do PEyor, em seus diferentes estdgios de purificacado,
foram solubilizadas em agua deionizada (1 mg de agucar total/mL) e filtradas em

membranas Millipore (acetato de celulose) com 0,22 um de porosidade. Aliquotas de
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200 plL foram injetadas em cromatdgrafo liquido de exclusdao estérica a alta pressao
(HPSEC - High Pressure Size Exclusion Chromatography), marca SHIMADZU, equipado
com detector de indice de refracao diferencial, SHIMADZU modelo RID 10A. Foram
utilizadas 4 colunas de gel permeag¢ao marca WATERS, com limites de exclusao de 7 x
10° 4 x 10°, 8 x 10” e 5 x 10° Da, dispostas em série. Uma solugio de nitrato de sédio
(0,1 mol/L), contendo azida sédica (0,03%) foi utilizada como fase movel, fluxo de 0,6
mL/min e temperatura de 37 °C. A aquisicdo de dados foi realizada pela utilizagcdo do
programa LC Solution (SHIMADZU CORPORATION). Padrdes de dextrana de massa
molecular entre 9,4 x 10° a 6,7 x 10° Da foram utilizados para construir a curva de

calibragao para determinagdo da massa molecular dos polissacarideos.

4.5.4 Hidrodlise acida total

Para a hidrélise acida, foram utilizadas aliquotas liofilizadas, contendo cerca de
50 ug de acglcares totais, distribuidas em tubos préprios para hidrdlise,
completamente selados.

Condigdo: foram adicionados 300 uL de acido trifluoracético (TFA) 4 mol/L na
amostra liofilizada. Apés solubilizacao, os tubos foram selados e colocados na estufa a
100 °C por 4 ou 6 horas.

Apés hidrdlise, o acido foi removido por evaporacgao a baixa pressao seguida de
adicdo e evaporacdo consecutivas de agua deionizada, para completa eliminacdo do
acido. Apds a remocgao total do acido a amostra foi solubilizada em dgua deionizada e
analisada por cromatografia liquida de ions em alta pressdo com detec¢do por

amperometria pulsada.

4.5.5 Analise da composicao de monossacarideos por cromatografia liquida de alta
pressio em coluna de troca ani6nica com detecgdao por amperometria pulsada

(HPAEC/PAD)

Para analise dos monossacarideos obtidos na hidrdlise acida total foi utilizado

um sistema Dionex DX500 (cromatografia liquida de ions) e um detector de
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amperometria pulsada (PAD). Os cromatogramas foram registrados em um integrador
modelo 4600. Os agucares neutros foram separados isocraticamente, usando uma
coluna analitica CarboPac PA1 (4 x 250 mm) equipada com guarda coluna PA1 ao fluxo
de 1,0 mL/min. As condi¢Ges de eluigdo foram produzidas utilizando 93% de H,0
deionizada (eluente 1) e 7% NaOH 200 mM/L (eluente 2), resultando em uma fase
movel de solugdo de NaOH 14 mM/L, e corridas de 25 minutos. A coluna foi
regenerada por 10 minutos, apds o término da corrida, com 100% do eluente 2 e em
seguida, submetida as condi¢Ges iniciais da andlise (93% do eluente 1 e 7% do eluente
2), durante 15 minutos (para equilibrar a coluna) antes da injecao da amostra.

Procedimento: aliquotas de 25 uL da amostra foram injetadas no cromatdgrafo
liquido.

Padroes: para deteccdo e quantificacdo dos monossacarideos, utilizou-se como
padrdo uma mistura de aglcares neutros contendo 167 ng/25 uL de cada um dos
monossacarideos: L-fucose, L-ramnose, L-arabinose, D-galactose, D-glucose e

D-manose, totalizando 1,0 pug/25 uL de agucares totais.

4.5.6 Determinagdo da posicdao e tipos de ligagOes glicosidicas dos polissacarideos

purificados

4.5.6.1 Metilagdo pelo Método de Ciucanu e Kerek (1984)

Antes de iniciar o experimento de metilacdo as amostras foram reduzidas
“overnight” com NaBH,4, com o pH estabelecido para 9,0. Apés a reducdo, as amostras
foram neutralizadas com solucdo diluida de acido acético, em banho de gelo e, entdo,
dialisadas em dagua corrente por aproximadamente 19 horas. Apds esse periodo as
amostras foram congeladas e liofilizadas para dar inicio a metilacdo.

Amostras de 5 a 10 mg de cada polissacarideo foram colocadas em balGes de
fundo redondo para o procedimento de metilagcdo e dissolvidas em 1 mL de DMSO
(para auxiliar a solubilizacdo as amostras foram deixadas em agitacdo “overnight”).
Apds esta etapa foi adicionado cerca de duas espatulas pequenas de NaOH, finamente
pulverizado e, em seguida, as amostras foram submetidas ao banho de ultrassom por
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um periodo de duas horas. Apds este periodo adicionou-se (em banho de gelo) 1 mL
de CHsl em cada amostra. As amostras foram cobertas com papel aluminio e colocadas
por mais uma hora no ultrassom, em seguida foram colocadas em agitacdo, onde
permaneceram “overnight”.

A reacdo foi interrompida pela adicao de 3,0 mL de dgua destilada gelada e o
polissacarideo metilado foi recuperado pela extragdao com 1,5 mL de cloroférmio (5x).
A fase organica foi recuperada e lavada com 4 mL de 4gua destilada (5x). Para a
remocdao da agua residual, utilizou-se sulfato de sdédio anidro, que foi retirado
posteriormente por filtragdo com algodao. A fase organica, ja isenta de sais, foi seca no
evaporador rotativo.

Obs: O procedimento de metilagdao foi repetido por mais duas vezes apenas

com a amostra da fracao Py.r.

4.5.6.2 Hidrdlise, redugdo e acetilagiao dos polissacarideos metilados

Os polissacarideos completamente metilados e secos foram submetidos a
hidrdlise acida com TFA 1,5 mol/L (1 mL) e colocados em estufa a 100 °C, durante 30
minutos (AHRAZEM et al., 2001). Apds esse tempo o acido foi eliminado em
evaporador rotativo e o material reduzido com boroidreto de sdédio (usou-se o
deuterado para a fragdo Pjf). A reacdo permaneceu em repouso “overnight” a
temperatura ambiente. Apds este periodo, gotas de HCl 12,5% foram adicionadas para
neutralizacdo do sistema. O material foi evaporado a secura e lavado (4x) com 2 mL de
metanol para eliminar os boratos na forma de borato de trimetila. Por fim, a amostra
foi acetilada com 0,8 mL de piridina e 0,8 mL de anidrido acético (1:1), e deixada em
repouso “overnight”. A acetilacdo foi interrompida pela adicdo de gelo picado e
posteriormente, 10 mL de cloroférmio. Os acetatos de alditéis parcialmente metilados
foram recuperados pela extragdo com 15 mL de sulfato de cobre 2% (10x). Para a
retirada do sulfato de cobre residual, a fase cloroférmica (contendo os derivados
acetilados) foi lavada com 10 mL de agua destilada (5x). Para a remoc¢do da agua

remanescente, utilizou-se sulfato de sédio anidro, que foi retirado por filtracdo com
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algoddo. O produto final foi evaporado a secura, dissolvido em 0,1 a 0,2 mL de
cloroférmio e analisado por CG-EM. CondigGes utilizadas:

As analises referentes a P\y.c foram realizadas em colaboracdo com o professor
Dr. Miguel Daniel Noseda, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
localizado no Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana, Curitiba. Dados do
experimento: Cromatégrafo gasoso 2010-plus acoplado ao espectro de massa T08040,
marca Shimadzu. Foi utilizada a coluna SH-Rtx-5MS. Programa de temperatura: rampa
100-300 °C, aumento de 10°C/min e com 8 minutos a 300 °C antes do inicio.
Temperatura do injetor: 250 °C.

Ja as analises referentes a fracdo P,.r foram realizadas em colaboracdo com a
professora Dra. Elaine Rosechrer Carbonero, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Goias, regional Cataldo. Dados do experimento: Cromatégrafo
gasoso Agilent 7820A acoplado ao espectro de massa Agilent 5975E. Foi utilizada a
coluna capilar HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Programa de temperatura: 75 °C
(1 min), 35 °C/min até 100 °C (5 min), 45 °C/min até 150 °C (5 min), 55 °C/min até 200
°C (15 min), 65 °C/min até 250 °C (10 min), 50 °C/min até 270 °C (10 min). A
temperatura do injetor foi mantida a 250 °C.

Os acetatos de alditdis parcialmente metilados de ambas fracdes foram
identificados por comparacdo com os padrdes (JANSSON et al.,, 1976; SASSAKI,
IACOMINI, GORIN, 2005; SASSAKI et al., 2005). A Figura 12 mostra as principais etapas

para a obtencdo dos derivados de acetatos de alditdis parcialmente metilados.
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Figura 12- Sequéncia das etapas realizadas para obtencdo dos acetatos de alditdis
parcialmente metilados das fracdes Py.c € Py

Metilagdo pelo Método de Ciucanu e Kerek (1984)

Sal0mg Py.ce Pus
1 mL de DMSO

V

2 espatulas de NaOH
Ultrassom por 2 horas

}

1 mL de iodeto de metila (banho de gelo)
Ultrassom por 1 hora

V
Interrupgdo: 3,0 mL de H;0 dest. gelada
Material metilado - Extracdo com cloroférmio (5x)

N
Faseorganica (lavada 5x com H;0 deionizada)
Sulfato de sédio anidro (retirarH;0)
Filtracdoem algod3o - Secura em evaporador rotativo

Hidrdlise, Reducdo e Acetilacdo dos Polissacarideos Metilados

1 mL de TFA 1,5 mol/L
Estufaa 100°C, 30 minutos
Secura em evaporador rotativo

J

NaBDy (pH = 9,0)
Repouso (ovemight)
HCl 12,5% - neutralizar osistema
Securaem evaporador rotativo
Lavado com 2 mL de metanol (4x)

J

0,8 mL Anidrido acéticoe 0,8 mL Piridina(1:1, v/v)
Repouso (ovemnight)
Interrupcdo: Adic3o de gelo picado e 10 mL de cloroférmio

\

Faseorganica: recuperada com 15 mL CuSO4 2% (10x)

Fase organica: 10 mL H;0 dest. (5x)

Sulfato de sodio anidro (retirarH;0) - Filtragdo

l

Acetatos de alditoisparcialmente metilados > evaporados e analisados CG-EM

Fonte: Adaptado a partir de Ciucanu e Kerek (1984) e Cui (2005).
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4.5.6.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As andlises de RMN referentes a fracdao Py.c, proveniente da biomassa do C.
gloeosporioides, foram realizadas em colaboracdo com o professor Dr. Miguel Daniel
Noseda.

Os experimentos foram realizados em espectrometro da marca BRUKER,
modelo Avance-DRX-400, em tubos de 5 mm de diametro, operando em 400 MHz, a 30
°C. As amostras foram dissolvidas em agua deuterada 99% (D,0). Os deslocamentos
quimicos, expressos em ppm (6), foram determinados utilizando acetona como padrao
interno, para as anadlises de 13c §=30,2e para as analises de 'H, 6 = 2,224. Os dados

foram analisados através de um software da Bruker.

As andlises de RMN referentes a fracdo P,., proveniente da biomassa do
Fusarium sp, foram realizadas em colabora¢do com a professora Dra Elaine Rosechrer
Carbonero. Para isso foi utilizado o espectrometro Bruker, modelo Avance de 500
MHz. As andlises foram realizadas a 50 ou 70 °C e as amostras dissolvidas em D,0. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (6), de acordo com o padrdo
interno de tetrametilsilano (TMS, &¢/4 = 0,0). Os dados foram processados usando o

software TopSpin.

4.6 TESTES BIOLOGICOS: ATIVIDADE CITOTOXICA E ENSAIO DO COMETA

Os ensaios bioldgicos foram realizados em colaboragcdo com a Professora Dra.
Dalita Gomes Silva Moraes Cavalcante, do Laboratdrio de Tecnologia de Borracha e
Aplicagbes (LTBA), localizado no nucleo Morumbi da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Estadual Paulista, cAmpus Presidente Prudente.

4.6.1 Linhagem celular

A linhagem celular usada neste estudo foi a CHO-K1 (Células de Ovario de

Hamster Chinés). As células foram cultivadas em 10 mL de DMEM/F10 suplementada
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com 10% de soro bovino fetal em frascos de 25 cm? e mantidas em incubadora sem

COya37°C.

4.6.2 Preparo das amostras para o teste de toxicidade e genotoxicidade

Inicialmente amostras das frages P\y.c e P,.r foram diluidas em tampao fosfato-
salino (PBS) na concentracdo de 1 mg/mL e colocadas em agitagdo constante
“overnight”, em ambiente climatizado a 24+2 °C. Para melhorar a homogeneidade, as
amostras foram submetidas ao banho de ultrassom por um periodo de uma hora e, em
seguida, centrifugadas (5100 x g, 5 minutos). Os sobrenadantes foram esterilizados,
para isso foram filtrados em fluxo laminar, utilizando filtro de seringa estéril com
porosidade de 0,22 um. Para obter a concentracdo efetiva de aclcar do material que
transpo6s o filtro, aliquotas dos filtrados foram quantificadas pelo método do fenol-
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A partir desta estimativa, diferentes
concentra¢des dos materiais (25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL de PBS) foram preparadas

a partir da solucado filtrada estéril e usadas para os testes de toxicidade.

4.6.3 Protocolo de exposicao e ensaio de citotoxicidade

O potencial citotdxico das diferentes concentracées do material foi avaliado
pelo método de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), de acordo com Mosmann (1983), com algumas modificacdes. As células foram
semeadas numa placa transparente de 96 pocos na densidade inicial de 2,0 x10°
células por poco. As células foram incubadas com PBS e meio de cultura (1:1), controle
negativo (CN) ou com diferentes concentra¢cdes da amostra (25, 50, 100, 200 e 400
ug/mL) e meio de cultura (1:1), pelos tempos experimentais de 24 e 48 h. Um controle
positivo (CP) também foi preparado na concentragdao de 1% de Triton-X.

Apds a finalizagcdo dos tempos experimentais (24 e 48h), o sobrenadante das
culturas foi cuidadosamente removido, e entdo, adicionado em cada po¢o 200 ulL do
MTT (0,5 mg/mL de meio de cultura). As células foram incubadas novamente por mais

4 horas, em incubadora sem CO; a 37 °C.
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Apds esse periodo, o sobrenadante resultante foi removido e 200 puL de DMSO
foram adicionados. A absorbancia correspondente foi determinada a 540 nm em leitor
de microplacas. A absorbancia obtida para o controle negativo foi considerada como
100% de viabilidade celular (VC). A VC das outras amostras foi determinada pela
seguinte formula: VCE = [(AE - AB) / (ACN - AB)] x 100 onde: VCE = viabilidade celular
das células expostas ao material; AE = Absorbancia encontrada para células expostas
ao material; ACN = Absorbancia encontrada para as células do controle negativo; AB =
Absorbancia encontrada para o branco (poco apenas com DMSO). A Figura 13 resume

as principais etapas do ensaio.

Figura 13- Sequéncia das principais etapas do ensaio do MTT (MOSMANN, 1983).

| Células CHO-K1 |

150 uL em diferentes concentragtes de Pp.cou Pys
dissolvidosem tamp3o PBS (24 e 48 horas de cultura)

I Célula + Polissacarideo l

<—200 uL MTT 0,5 mg/mL (4 h)

Incorporacaodo MTT na
mitocondria das célulasativas

Cristaisde formazana

1&<—200 pL DMSO (10 min)

Leitura espectrofotometro a 540 nm (leitor de ELISA)

Fonte: Adaptado a partir de Mosmann (1983).

4.6.4 Ensaio de genotoxicidade - Ensaio do cometa

Devida a quantidade de material disponivel, este ensaio foi realizado apenas
com a fracdo Py.;.

Os niveis de danos ao DNA das células foram monitorados pelo ensaio do
Cometa, seguindo o protocolo descrito por Singh e colaboradores (1988), com algumas

modificacbes (Figura 14). Para isso, as células foram semeadas numa placa
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transparente de 96 pocos na densidade inicial de 2,0 x 10° células por poco. Elas foram
incubadas com PBS e meio de cultura (1:1), controle negativo (CN) ou com diferentes
concentra¢des da amostra (100, 200 e 400 pg/mL) e meio de cultura (1:1), pelo tempo
experimental de 48 horas. Como controle positivo (CP) foi utilizado ciclofosfamida (50
ug/mL).

Apds o periodo de 48 horas o sobrenadante foi descartado e os pogos foram
lavados com adicdo de PBS, que posteriormente foi removido para adicdo de tripsina
em cada poco. A acdo da tripsina faz com que as células desgrudem dos pocos, sendo
monitorado pelo microscépio. Para inativar a tripsina foi adicionado em cada pogo 500
uL de meio de cultura.

Os materiais de cada pog¢o foram transferidos para eppendorfs e centrifugados
por 5 minutos a 1.700 RPM. Apds a centrifugacao, foram retirados de cada poco, 500
pL de sobrenadante e adicionados 100 puL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%).
Os materiais foram homogeneizados suavemente com auxilio da micropipeta e depois
transferidos sobre laminas previamente preparadas com agarose (de ponto de fusdo
normal). As laminas foram cobertas com laminulas e levadas a geladeira por cerca de
30 minutos. Apds esse periodo as laminulas foram retiradas e as laminas transferidas
para cubas de vidro para a etapa de lise.

Em cada cuba foi adicionado solucdo de lise uso gelada (recém-preparada).
Deve-se adicionar um volume de solu¢ao de lise suficiente para preencher a cuba. Em
seguida, as cubas foram cobertas com papel aluminio e armazenadas na geladeira por
1 hora.

Apds a etapa de lise as laminas foram transferidas para uma cuba de
eletroforese. Esta cuba deve estar sobre um recipiente com gelo, pois esta etapa deve
ocorrer em temperaturas baixas. O tampao de eletroforese gelado (recém-preparado)
foi adicionado cuidadosamente até cobrir as [aminas. A fonte para a eletroforese foi
ajustada para 25V, 300 mA, 20 minutos.

Antes de iniciar a corrida, as laminas foram deixadas em repouso por 30
minutos. Transcorrido este tempo, a eletroforese foi realizada.

As laminas foram transferidas para uma bandeja onde foram adicionados em

cada uma, 4 mL de solucdo de neutralizacdo, deixando agir por cerca de 5 minutos. O
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processo foi repetido mais duas vezes (ndo é necessario retirar a solucdo de uma
lavada para outra).

Apds a neutralizagdao, as laminas foram dispostas em cubas de vidro, sendo
fixadas com etanol absoluto e deixadas a temperatura ambiente para a secagem.

Para a andlise, as laminas foram coradas com 50 L do corante DAPI. A andlise
foi realizada em microscépio de fluorescéncia no aumente de 400 vezes.

Foram contados 100 nucleoides por lamina. As células foram classificadas em
classes de acordo com a intensidade e tamanho da cauda dos fragmentos de DNA.

Classificagao das classes segundo Kobayashi e colaboradores (1995):

0: nucleoide sem cauda com poucos fragmentos ao redor

1: cauda menor que o didametro do nucleo

2: comprimento da cauda de 1 a 2 vezes o diametro do nucleo

3: comprimento da cauda 2 vezes maior que o didmetro do nucleo

Para obter o escore dos tratamentos foi realizada uma soma entre os
resultados da multiplicagao:

Ne de células encontradas na classe x N2 da classe

Depois disso fez-se uma média entre os escores de todas as laminas
correspondentes a determinada condigao.

Abaixo seguem os reagentes de cada solugdo:

Agarose 0,5% (de baixo ponto de fusdo): 100 mg de agarose para 20 mL de PBS.

Agarose com ponto de fusdo normal 1,5%: 300 mg de agarose para 20 mL de
PBS.

Solugdo de lise estoque: NaCl 2,5 mol/L, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH = 10,0.

Solugdo de lise para uso: 1 mL Triton X-100, 10 mL DMSO, 100 mL solucdo de
lise estoque (g.s.p).

Tampado para eletroforese, solucao estoque: 200 g NaOH, (g.s.p 500 mL).

Tampao para eletroforese, solu¢ao de uso: 5 mL EDTA 200 mM, 30 mL NaOH 10
(g.s.p 1000 mL).

Tamp3ao de neutralizagdo: Tris 0,4 mol/L (g.s.p 1000 mL).
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Figura 14- Sequéncia das principais etapas do ensaio do Cometa (SINGH et al., 1988).

Células CHO-K1

150 uL em diferentes concentracdes de Py
dissolvidosem tampdo PBS (48 horas de cultura)

Célula + Polissacarideo

Remocdo do sobrenadante
Pocos lavadoscom PBS
Adic3odatripsina

Centrifugacdo (5 min, 1.700 RPM)

Sobrenadante + 100 uL agarose de baixo ponto
de fus3o (30 min) adicionadoem I&dminas
(previamente preparadas com agarose)

Etapa de lise (1 hora)

Eletroforese (25 V, 300 mA, 20 min)

Neutralizacdo, Fixac3oe Coloracdo |

Analise microscopio de fluorescéncia

Fonte: Adaptado a partir de Singh e colaboradores (1988).

4.6.5 Andlises estatisticas

Para os dois ensaios (MTT e cometa) foram realizados os mesmos
procedimentos de andlise. Os resultados foram comparados por analise paramétrica
de variancia (ANOVA), utilizando o método Student-Newman-Keuls ou o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e
homogeneidade de variancia). Valores de p <0,05 foram considerados significativos e

os resultados foram expressos em média + SE (desvio padrao).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos deste trabalho sdao conhecidos principalmente quanto a capacidade
fitopatogénica e, apesar de serem espécies diferentes, podem apresentar hospedeiros
em comum, tais como plantas frutiferas, leguminosas e forrageiras (MAKI, 2006; SILVA,
2016). Isso provavelmente demonstra um comportamento biolégico muito semelhante
entre eles, por exemplo, quanto a forma de infeccdo na planta. A analise de
polissacarideos da biomassa desses fungos, além de importante para o conhecimento
basico de composicdo quimica fungica, poderd contribuir para determinacdo de

caracteristicas estruturais em comum entre ascomicetos patogénicos.

5.1 OBTENGAO DA BIOMASSA FUNGICA

Para a obtencdo da maior quantidade possivel de biomassa, os fungos foram
cultivados de acordo com os resultados observados por Dominato (2017), sendo
selecionadas as condi¢des que resultaram em maior produc¢dao de biomassa. Para este
trabalho foram realizados 6 cultivos do C. gloeosporioides e 5 cultivos do Fusarium sp,
resultando, respectivamente, em 53,4 e 51 gramas de biomassa. Em ambos os
experimentos pode-se observar que os fungos produzem pigmentos. A biomassa do C.
gloeosporioides apresentou uma coloracdo cinza (Figura 8, secdo 4.2.3) enquanto a do
Fusarium sp apresenta-se no tom amarelo claro no inicio do cultivo, resultando num
tom rosa apds as 72 horas de indculo (Figuras 7d, secdo 4.2.2 e 9a, sec¢do 4.2.3). Apds
os cultivos, as biomassas foram separadas do meio liquido através de um sistema de
filtracdo a vacuo e lavadas com agua destilada até que o teste de fenol-acido sulfurico
(DUBOIS et al, 1956) resultasse negativo, indicando auséncia de acgucar
(exopolissacarideos). Em seguida, as biomassas foram liofilizadas e maceradas para o

inicio das extracdes.
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5.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

A metodologia utilizada para a separacdo dos polissacarideos das biomassas
fungicas foi adaptada de trabalhos de extracdo, purificagdo e caracterizagdo de
polissacarideos de diferentes micro-organismos (ALEXANDRE et al., 2018; ALEXANDRE
et al., 2019; CORRADI DA SILVA et al., 2008; CORRADI DA SILVA et al., 2013). As
extracdes foram efetuadas para obtencdo dos polissacarideos com base em suas

caracteristicas quimicas de solubilidade (Figura 15).

5.2.1 Extracao etandlica

Para a remocdao de componentes de baixa massa molecular, a extracdo
etandlica foi a selecionada. Tratamentos semelhantes foram realizados com a
biomassa dos fungos Phelinus baumii (GE, ZHANG, SUN, 2009) e Verticillium lecanii
(CORRADI DA SILVA et al., 2013).

Os residuos das extracdes etandlicas, denominados de Ric (referente ao C.
gloeosporioides) e Ryr (referente ao Fusarium sp), pesaram respectivamente, 45 e 43
gramas, apos secagem em estufa a 50 °C. Indicando, portanto, que o procedimento foi
eficiente na remocdo de, aproximadamente, 16% de compostos de baixa massa
molecular presentes nas biomassas dos fungos C. gloeosporioides e Fusarium sp. Os
extratos etandlicos, Egwon.c © Eeron.r, foram armazenados pois ndo foram objetos de
estudo deste trabalho.

Os residuos das extracoes etandlicas, Ric € Ryf, foram macerados e preparados

para a extragao seguinte.
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Figura 15- Protocolo dos procedimentos experimentais para obtencdo dos polissacarideos
provenientes da biomassa do (a) C. gloeosporioides e do (b) Fusarium sp.

(a)

Biomassa C. gloeosporioides (53,4 g)
Ext. Etanolica, sob-refluxo em Sistema Soxhlet
(1:20 m/v, 78 °C, 12h, 1x)

| Residuo (Ryc = 45,0 g) |

| Ext. Etanolico (Exox.c=8,0 g) |

Ext. Aquosa sob-refluxo
(1:20 m/v, 100 °C, 4h, 4x)

Ext. AQuoso (Eny0.0=9,2 8)

Residuo (R;c=35,8g)

EtOH (1:3 v/v)
Sobrenadante etandlico EtOH (1:3 v/v) Gelo/Degelo
Fracdosollvel (5,4g) | | Fracdoinsoluvel (0,7 g)
PPt Etandlico do Ext. P
= I-C

Aquoso (PEy;00=2,23 g)

Pic
Cromatografia de filtracdo _‘ ac

By get S(ezp:g";se Q58 Heteropolissacarideo
e v-c (0,14 g)

a4

PV-C

(b)

Biomassa Fusariumsp (51,0 g)
Ext. Etandlica, sob-refluxo em Sistema Soxhlet
(1:20 m/v, 78 °C, 12h, 1x)

Ext. Etanolico (Eqon.s=7,08) Residuo (R =43,0g)

Ext. Aquosa sob-refluxo
(1:20 m/v, 100 °C, 4h, 4x)

| |

Ext. AQuoso (Exyor =13,28)

Residuo (R =29,8 g)

EtOH (1:3 v/v)
Sobrenadante etanélico Gelo/Degelo
EtOH (1:3 v/v) I I
Fracdosollvel (9,5g) | I Fracdoinsolavel (0,7 g)
PPt Etandlico do Ext.
Aquoso (PEuy0:=3,19¢g) P
P.s Heteropolissacarideo
Cromatografia de filtracdo (0 0332 g)
em gel Sepharose CL-6B PII«AF !
(0,5773g)
Piise
PIII-F

Fonte: Adaptado a partir de Alexandre e colaboradores (2018).
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5.2.2 Extra¢dao aquosa a quente

A extracdo aquosa a quente é, geralmente, eficaz para isolar polissacarideos da
biomassa fungica. Normalmente este procedimento isola B-glucanas, galactanas e
mananas (ALEXANDRE et al., 2018; HAN et al., 2011; RUTHES et al., 2013; SMIDERLE et
al., 2008; ZHOU et al., 2013).

Os residuos das extracdes etandlicas, Ric e Ryr, foram submetidos a extracao
agquosa a quente, por quatro vezes. Esse procedimento, com repeti¢do, aumenta a
eficiéncia da extracdo e gera maior rendimento em polissacarideos nos extratos
(RUTHES, SMIDERLE, IACOMINI, 2015). Os produtos das quatro extracdes aquosas,
Eroo.c (extrato aquoso C. gloeosporioides) e Enyo.f (extrato aquoso Fusarium sp), foram
reunidos, concentrados a pressdo reduzida e congelados. Os residuos provenientes das

extracGes aquosas, Ryc e Ry, foram armazenados.

5.3 PURIFICACAO E CARACTERIZAGAO DOS POLISSACARIDEOS ENCONTRADOS NOS
EXTRATOS AQUOSOS

Aos descongelar os extratos, Eno.c € Enao.r, €m temperatura ambiente, houve a
formacdo de precipitado em ambos, indicando a necessidade de separacdo por
centrifugacao. Essa passou a ser considerada como a primeira etapa na purificacao dos
extratos.

O processo de congelamento e descongelamento é uma metodologia simples e
eficaz na separacdo de moléculas soluveis e insolUveis em agua fria. O método consiste
na diferenca de solubilidade de moléculas lineares e ramificadas. Polissacarideos
lineares ou com porcentagens menores de ramificacdo sdo normalmente encontrados
na fracdo insolluvel, enquanto os mais ramificados sdo encontrados na fracao soluvel
(RUTHES et al., 2013; RUTHES, SMIDERLE, IACOMINI, 2015). Isto ocorre porque as
ramificacbes estdo mais disponiveis para interagir com a 4dgua do que os residuos
presentes nas cadeias principais. Consequentemente, polissacarideos lineares tendem

a ser menos soluveis em agua.
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Apds o processo de congelamento e descongelamento as fragdes soluveis de
ambos os fungos foram submetidas a precipitacgdo com etanol (1:3), centrifugacao e
dialise. As fracdes resultantes passaram a ser denominadas de precipitados etandlicos
dos extratos aquosos do C. gloeosporioides (PEy,0.c), € do Fusarium sp (PEnof); 0OS

resultados de suas quantificacdes estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Quantificacdo de acgucar total e proteinas do PE;o.c € do PEy0.f.

Fracao Massa apds gelo/degelo (g) Acucar total (%) Proteinas (%)
PEn20-c 2,23 94 6
PEnaof 3,19 83 17

Apesar do elevado percentual de proteinas, optou-se por desproteinizar as
fragBes, se necessario, em etapas posteriores da purificacdo. A partir daqui, os

tratamentos com as fragdes PEny0.c € PExaor Serdo mostrados individualmente.

5.3.1 Resultados referentes ao precipitado etandlico do extrato aquoso do

Colletotrichum gloeosporioides (PEy20-c)

5.3.1.1 Anadlise da composi¢do monossacaridica e do grau de homogeneidade do

PEnzo-c

Muitas técnicas sdo requeridas para a caracterizacdo quimica dos
polissacarideos e uma delas tem como finalidade determinar a composicdo em
monossacarideos. Com o avanco das técnicas cromatograficas, esse processo costuma
ser simples. Inicialmente o polissacarideo deve ser hidrolisado, dessa forma as ligacdes
glicosidicas sdo quebradas liberando os respectivos mondmeros que formam a
molécula (PAZUR, 1994). Os monossacarideos livres sdo detectados e quantificados
por cromatografia liquida de ions em alta pressdo (HPAEC), com deteccdo
amperométrica pulsada (PAD), onde os tempos de retencdo sdo comparados com os
da mistura de padrées. O uso do HPAEC/PAD para o estudo da composicdo
monossacaridica dos carboidratos é mais conveniente por n3o necessitar da
derivatizacdo das amostras. Além disso, sua alta precisdo detecta e quantifica
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quantidades minimas de material (BRUMMER, CUI, 2005). A aliquota hidrolisada do

PE0.c (Figura 16a) apresentou os monossacarideos cujos tempos de retencdo foram

correspondentes aos padrdes de L-ramnose, D-galactose, D-glucose e D-manose. As

propor¢des desses componentes na estrutura polissacaridica estdo apresentadas na

Tabela 3.

Tabela 3- Composicdo monossacaridica do PE;;.c.

Monossacarideos | Trdos padrées (min) | Tg do PE,;0.c (min) % dos monomeros
L-fucose 4,11 4,18 <2%
L-ramnose 6,50 6,55 8
D-galactose 8,92 9,08 25
D-glucose 9,72 9,88 41
D-manose 10,38 10,52 24

Figura 16- (a) Analise dos monossacarideos provenientes da hidrélise acida do PE,o.c por
HPAEC/PAD. Condi¢Bes da corrida: isocratica (NaOH 14 mM, 25 minutos). CondicBes de
hidrdlise: TFA 4 mol/L, 4 h, 100 °C. (b) Perfil de elui¢do do PEy,o.c por HPSEC/RID. Aliquotas:
200 pg em 200 pL; Fluxo: 0,6 mL/min; Eluente: NaNO; 0,1 M contendo azida sddica 0,03%.
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Para dar sequéncia a caracterizacdo quimica, é fundamental verificar a pureza e

a homogeneidade do material. Na quimica dos carboidratos, a cromatografia de

exclusdo estérica acoplada ao detector de indice de refracdo (HPSEC/RID) é um dos

métodos mais utilizados para essa finalidade.
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Segundo esta técnica, PEyyo.c eluiu em trés picos, com tempos de retencdo em
49,0, 53,5 e 59,2 minutos (Figura 16b). Este perfil é de uma mistura de, pelo menos,
trés polissacarideos de massas moleculares diferentes e sinaliza a necessidade de
novos procedimentos de purificacdo antes de se proceder a caracterizagdo quimica dos

polissacarideos.

5.3.1.2 Purificagdao do PEy;0.c por cromatografia de filtragdo em gel Sepharose CL-6B

Sendo PEy,0.c uma mistura de polissacarideos que pode ser separada pelas diferencas
de massa molecular (Figura 16b), a cromatografia de filtracdo em gel, a pressdao normal,
foi o procedimento escolhido para a nova etapa de purificacdo. Esta técnica separa as
moléculas de acordo com suas massas moleculares, em ordem decrescente de
tamanho. A coluna preenchida com gel Sepharose CL-6B separou o PEyyo.c em cinco
picos (Figura 17). Vdrias aliquotas do PEy,0.c foram aplicadas na coluna e as fragdes
correspondentes a cada pico foram reunidas, concentradas, quantificadas e

novamente analisadas por HPSEC/RID.

Figura 17- Cromatografia de filtracao em gel Sepharose CL-6B do PE;,o.c. Vol. coluna: 173 mL,
Material aplicado: 8 mg; Fluxo: 1,0 mL/min; Vol. fragdo: 2,5 mL; Vol. morto: 55 mL.
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A partir das analises por HPSEC/RID (Figura 18) pode-se observar que a fragdo
P\.c apresenta um perfil bastante polidisperso, a detec¢do de um ombro e base bem
larga podem indicar a presenca de outro(s) polissacarideo(s) que possuem massas
moleculares muito préximas e por isso ndo foram separados na coluna de filtragdo em
gel Sepharose CL-6B. Ja as fracdes P,c e Py.c mostram que sdo formadas por uma
mistura de dois a trés polissacarideos diferentes, visualizados em dois picos mais
definidos e um ombro no P,.c. A quantidade de picos, bem como a simetria dos
mesmos, podem indicar o grau de pureza do material (IZYDORCZYK, 2005). Quanto
maior a simetria, maior serd a homogeneidade (PAZUR, 1994). Em relacdo as fragdes
Pw.c € Py.c, pode-se inferir que elas se comportam como moléculas homogéneas, pois
verifica-se apenas um pico na andlise. A fracdo P\.c apresenta-se menos polidispersa, o

qgue pode indicar maior pureza em relacdo a fracao Py.c.
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Figura 18- Perfil de eluicdo por HPSEC/RID das fracdes obtidas na coluna Sepharose CL-6B a
partir do PEyy0.c. Colunas de gel permeacao dispostas em série, com limites de exclusdo de
7.10°, 4.10°, 8.10" e 5.10° Da. Total de material aplicado: 200 pg em 200 pL; Fluxo: 0,6 mL/min
a 37 °C; Eluente: NaNO; 0,1 mol/L contendo azida sédica 0,03%.
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Para conhecer a composicdo monossacaridica das fracdes consideradas puras
por HPSEC/RID, aliquotas do Py.ce Py.c foram separadas, hidrolisadas (TFA 4 mol/L, 100
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°C, 6h) e analisadas por HPAEC/PAD. Os resultados (Tabela 4) mostraram que galactose
(68%) é o monossacarideo majoritario da fracao Py.c, seguida de glucose (28) e
manose (5%). Na fracdo Py., galactose (56%) e glucose (30%) foram os principais
monossacarideos encontrados, além de manose (12%) e tragos de fucose (<2%).

A quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford (1976) mostrou que
ambas fragdes possuem em sua composicdo menos de 1% desse componente,

indicando portanto, que ndo ha necessidade de desproteinizar as fra¢des.

Tabela 4- Composicdo monossacaridica apds hidrélise acida da fracao solivel do extrato
aquoso (PEyo.c) e das fracbes homogéneas (Py.c e Py.c) provenientes da cromatografia de
filtracdo em gel Sepharose CL-6B do fungo C. gloeosporioides.

Fracoes Monossacarideos (%) Quantidade de
Fucose Ramnose | Galactose Glucose Manose Material (mg)
PE20-c Tragos* 8 25 41 24 2230,0
Pi.c - - 68 28 5 140,0
Pv.c Tragos - 56 30 12 53,0
"<2%.

A partir do rendimento das fragdes Py,.c e Py.c, optou-se por dar continuidade a

caracterizacdo quimica com a fracdo Py.c.

5.3.1.3 Determinac¢ao da massa molecular e grau de polidispersividade da fragdo Pyy.c

De todos os polissacarideos presentes na biomassa do C. gloeosporioides,
aquele correspondente a fracdo IV-C, denominado Py, indica estar puro o suficiente
para novos experimentos de caracterizacdo quimica como RMN e CG-EM, bem como
uma resposta efetiva e confidvel a um teste de atividade bioldgica. Os resultados de
caracterizacdo quimica e atividade citotdxica referentes a fracdo Py.c descritos neste
trabalho, constam na publicacdo de Alexandre e colaboradores (2019).

A massa molecular aparente da fragdo Py,.c foi estimada em 28.222 Da, a partir
da comparacdao com uma curva de calibragdo com padrdes de dextrana. O valor do
indice de polidispersividade (Mw/Mn) de 1,17, indica um polimero pouco polidisperso,

0 que pode ser observado pela base mais estreita do pico. A composicao
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monossacaridica da fracdo Py.c (Tabela 4), revela que se trata, provavelmente, de uma
glucogalactana. A hexose manose pode fazer parte da estrutura polimérica ou, mais
provavelmente, ser o elo entre o polissacarideo e as glicoproteinas presentes na

parede celular, como mostrado na Figura 2 (Revisao Bibliografica).

5.3.1.4 Determinagao das posi¢oes das ligagoes glicosidicas da fragao P,y.c por CG-EM

Para entender como esses monossacarideos estdo interligados na estrutura
polissacaridica é necessario determinar a posi¢ao das ligacdes glicosidicas. Neste caso,
a metilacdo é normalmente o método selecionado (JANSSON, et al., 1976; SIMS et al.,
2018). Inicialmente o polissacarideo é metilado, onde todas as hidroxilas livres devem
ser substituidas por grupos metil, resultando no polissacarideo completamente
metilado. Posteriormente, as liga¢Oes glicosidicas do polissacarideo sdao quebradas por
hidrélise acida, gerando monossacarideos parcialmente metilados. Esses sao
convertidos em alditéis parcialmente metilados, por redugdo, e, finalmente, sdo
acetilados resultando nos produtos finais desse processo de derivatizacdo, que sdo os
acetatos de alditdis parcialmente metilados. Esses derivados, entdo volateis, sdao
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)
(JANSSON, et al., 1976; LINDBERG, 1972).

A cromatografia gasosa dos acetatos de alditdis parcialmente metilados da
fracdo P).c mostrou a presenca de quatro derivados principais: 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metil-glucitol, 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-galactitol, 1,4,6-tri-O-acetil-
2,3,5-tri-O-metil-galactitol e 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2,5-di-O-metil-galactitol (Tabela 5).

Esses resultados indicam que a estrutura da fragdo Py .c é formada por terminais
ndo redutores Glcp-(1->, residuos galactofuranosidicos 5-O- e 6-O- substituidos, além
de um derivado dimetilado correspondendo ao residuo galactofuranosil 6-O-
substituido com ramificacdo na hidroxila do carbono 3, provavelmente pelas unidades
glucopiranosidicas.

Os tempos de retencdo e os fragmentos de massa de cada derivado metilado
proveniente da CG-EM da fracdo P,y.c estdo apresentados na Tabela 5. A deteccdo

desses derivados é importante para a confirmacdo da estrutura quimica da molécula,
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entretanto a quantificagdo ndo é um processo totalmente confidvel porque a presenga
de unidades piranosidicas e furanosidicas, fazendo parte da mesma molécula, dificulta
os métodos quimicos de andlise desses aclcares. Em outras palavras, as condicdes de
hidrélise, uma das etapas na técnica da metilagdao, consideradas severas para algumas
unidades (furanosidicas), sdo muito brandas para as outras (piranosidicas), e o
percentual dos derivados metilados ndao representa o valor real dos mesmos na
molécula, ainda que diferentes condi¢des de hidrélise fossem aplicadas. Portanto, para
polissacarideos com unidades monossacaridicas com conformagdes diferentes, os
métodos fisico-quimicos de andlise, que geralmente usam pouca ou nenhuma reagao

guimica para modificacdo da molécula original, sdo os mais apropriados.

Tabela 5- Acetatos de alditdis parcialmente metilados formados na metilacdo da fracdo Pyy.c.

Tempo de Derivados metilados  Tipos de ligagdo % da area dos Fragmentos de massa
retencdo (min) derivados (m/z)

87,101, 117, 129, 145,
13,41 2,3,4,6-Me,-Glcp Glcp-(1> 24,2 161, 205

71,87,99, 101, 113,

14,50 2,3,6-Me,-Galf 5-5)-Galf-(1-> 27,3 117, 129, 131, 143,
173,233
85,101, 117, 127, 143,
14,94 2,3,5-Me,-Galf 6->)-Galf-(1-> 24,9 159, 201, 233

87,99, 111, 117, 129,
15,15 2,5-Me,-Galf 3,6->)-Galf-(1> 23,6 143, 161, 185, 201

5.3.1.4 Caracterizagao quimica por RMN da fra¢do Pyy._c

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é bastante usada na
quimica de carboidratos como uma técnica ndo destrutiva, sensivel e bastante
elucidativa. O RMN- 'H embora mais sensivel que o de 3C, n3o oferece tanta
informacdo estrutural, devido a separacdo incompleta dos sinais de ressonancia de
prétons para moléculas de carboidratos, que sdao bastante complexas. Ja, para os
polissacarideos, o RMN- 13c. embora menos sensivel, é capaz de informar a
configuracdo (a e/ou B), a posicdo das ligacdes glicosidicas (123, 16, etc...) e a
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conformacao (furanosidica ou piranosidica) de suas unidades. Desde que os espectros
bidimensionais, principalmente heteronucleares, puderam ser obtidos correlacionando
a sensibilidade dos sinais dos prétons com a separagdo mais eficiente dos carbonos,
essa técnica tem se tornado a preferida para a determinagdo da estrutura de
polissacarideos.

Seguindo essa linha de raciocinio, analises de ressonancia magnética nuclear
mono e bidimensionais foram realizadas para caracterizar a estrutura de Py.c. O
espectro de RMN- *H (Figura 19a) mostrou trés sinais anoméricos intensos em & 5,39,
5,25 e 5,04, sugerindo a presenca de, pelo menos, trés residuos distintos na molécula.
Protons anoméricos com menor intensidade também foram observados. No espectro
de RMN- C (Figura 19b) foram encontrados dois sinais anoméricos na regido de
campo baixo, em & 108,3 e 107,4. De acordo com a literatura, é comum
polissacarideos provenientes da biomassa de fungos ascomicetos serem constituidos
por unidades galactofuranosidicas (BARRETO-BERGTER, GORIN, TRAVASSOS, 1981;
LATGE, 2007; MARINO, RINFLERCH, LEDERKREMER, 2017), cujos espectros de RMN- *C
apresentam sinais de deslocamentos quimicos em campo baixo, superiores a 6 106,0
(AHRAZEM et al., 2007; CORDEIRO et al., 2012). Com esses dados da literatura, pode-
se inferir que os sinais em 6 108,3 e 107,4, encontrados no espectro de RMN- B¢ de
Pwv.c, pertencem a unidades B-D-galactofuranosidicas ligadas em (1-5) e (1-6),
respectivamente (AHRAZEM et al., 2001). Confirmando com essas informacdes da
literatura estdo os resultados da metilacdo, cujos derivados tri- e di- metilados
confirmam uma estrutura furanosidica. Considerando que a glucose é o outro
componente do polissacarideo também presente em quantidade elevada (~28%), o
sinal em & 99,8 pode ser atribuido as unidades D-glucopiranosidicas (CORRADI DA
SILVA et al., 2013), cujo valor sugere a configuracdo a. Sinais menos intensos entre &
103,0 e 98,7 podem estar relacionados as unidades piranosidicas de qualquer um dos
trés monossacarideos presentes na estrutura de Py ..

Na regido de C-6 substituido do espectro de RMN- “*C-DEPT (Figura 19c),
observa-se um sinal em 6 69,8, que pode ser atribuido aos C-6 envolvidos na ligacao
glicosidica das unidades B-D-Galf-(1->6) ligadas. Neste mesmo espectro, os outros dois

sinais invertidos observados em 6 60,8 e 61,5, correspondem, respectivamente, aos C-
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6 livres das unidades B-D-Galf-(1->5) ligadas e das unidades a-D-Glcp. Segundo a
literatura, muitos polissacarideos da biomassa fungica, solliveis em dgua, sao ricos em
galactose furanosidica, com cadeias poliméricas de diferentes comprimentos, tipos de
ligacdes e ramificacdes de glucose (AHRAZEM et al., 2007, CORRADI DA SILVA et al.,

2013). Geralmente essa estrutura encontra-se ligada a um “core” de manose (LEAL et

al., 2008).

Figura 19- Espectros de RMN- *H (a), RMN- *C (b) e regido do RMN- *C-DEPT (c) da fracdo P.c

obtida por cromatografia de filtracdo em gel Sepharose CL-6B do extrato aquoso do C

gloeosporioides.
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Para correlacionar os carbonos aos seus respectivos protons o espectro de

HSQC foi analisado (Figura 20). Os prétons anoméricos em 6 5,04 e 5,25 mostraram,

respectivamente, correlacdo com os sinais § 108,3 e 107,4, referentes as unidades B-D-
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Galf-(1->5) e B-b-Galf-(1->6) ligadas e a correlagdo em 6 99,8/5,39, ao C-1/H-1 das
unidades a-D-Glcp. Na regido de C-6 substituido, os sinais em & 69,8/3,99/3,91
correspondem aos C-6/H-6 das unidades B-D-Galf-(1->6). As correlacbes em &
60,8/3,88/3,85 e 6 61,5/3,82/3,81 correspondem, respectivamente, aos C-6/H-6 das
unidades B-D-Galf-(1->5) ligadas e a-D-Glcp.

Figura 20- Espectro bidimensional heteronuclear (HSQC) da fracdo P,.c obtida do extrato
aquoso do C. gloeosporioides.
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Do espectro bidimensional homonuclear COSY foi correlacionado o sinal de H-1
(6 5,25) aos respectivos H-2 (6 4,16) (Figura 21a) e H-3 (6 3,71) (Figura 21b) das
unidades B-D-Galf-(1->6) ligadas. Com essas atribui¢cdes, os deslocamentos quimicos
para C-2 (6 81,6) e C-3 (6 80,3) puderam ser obtidos no HSQC e com isso foi possivel
correlacionar no espectro de HMBC (Figura 21c), o C-3 (6 80,3) dessas unidades, ao H-1
(6 5,39) das unidades a-D-Glcp, sugerindo substituicdo em O-3 nas unidades B-D-Galf-

(1->6) por unidades a-D-Glcp. Esses resultados confirmam o que foi observado na
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analise de CG-EM, onde um dos derivados corresponde a unidades
galactofuranosidicas 2,5-dimetiladas.

Também no espectro HMBC sdo visualizadas a correlagdo entre o C-6 (6 69,8)
dos residuos B-D-Galf-(1->6) ao H-1 (6 5,04) do residuo B-D-Galf-(1->5), indicando,
portanto, a ligacdo entre essas unidades. A Tabela 6 resume os assinalamentos

discutidos.

Figura 21- Regides selecionadas dos espectros COSY e HMBC da fragdo Py.: (a) acoplamento
entre H-1/H-2 e (b) H-2/H-3 das unidades B-D-Galf-(1->6) ligadas; (c) acoplamento entre o C-6
das unidades B-D-Galf-(1->6) ligadas com o H-1 das unidades B-D-Galf-(1->5) ligadas e
acoplamento entre C-3 das unidades B-D-Galf-(1->6) ligadas com H-1 das unidades a-D-Glcp.
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Tabela 6- Assinalamentos de C/H da fracdo P,,.c obtida do extrato aquoso do Colletotrichum
gloeosporioides.

Deslocamentos quimicos Assinalamentos
expressos em ppm (6)
108,3/5,04 Ci/H; =5)-B-b-Galf-(1->
107,4/5,25 Ci/H; >6)-B-b-Galf-(1->
107,4/5,25 Ci/H; =3,6)-B-D-Galf-(1->
99,8/5,39 Ci/H; a-D-Glcp-(1->
80,3/3,71 Cs/Hs =3,6)-B-D-Galf-(1->
60,8/3,88/3,85 Ce/Hs —5)-B-D-Galf-(1->
61,5/3,82/3,81 Ce¢/Hs a-D-Glcp-(1->
69,8/3,99/3,91 Ce/Hs >6)-B-D-Galf-(1->
69,8/3,99/3,91 Ce/Hs =3,6)-B-D-Galf-(1->

Com esses resultados, podemos sugerir que Py.c € um polimero de cadeia
principal constituida por unidades B-D-galactofuranosidicas (1-5) e (1->6) ligadas,
sendo algumas das unidades B-D-Galf-(1->6) substituidas em O-3 por unidades a-D-
glucopiranosidicas. A Figura 22 ilustra as possiveis sequéncias de ligacdes encontradas

na fra §50 PIV-C-

Figura 22- Possiveis residuos presentes na estrutura da fragao Pyy.c.

| |
A B A B
-5)-B-D-Galf-(1-56)-B-D-Galf-(1>  ->5)-B-D-Galf-(1->6)-B-D-Galf-(1->

Fonte: (ALEXANDRE et al., 2019)
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5.3.2 Resultados referentes ao precipitado etandlico do extrato aquoso do Fusarium

sp (PEn20-r)

5.3.2.1 Analise da composicdo monossacaridica e do grau de homogeneidade do

PEn20-F

A andlise da composicdo monossacaridica por HPAEC/PAD do produto de
hidrélise do PEy,0.r (Figura 23a) apresentou galactose (25%), glucose (26%) e manose
(48%).

Para conhecer o grau de homogeneidade do PE;0r, a analise por HPSEC/RID
foi efetuada e o perfil observado foi de um Unico pico assimétrico (Figura 23b),
sugerindo que se trata de um material heterogéneo. Além disso, a presenca de um
ombro e a base larga do pico sinalizam que PEu,0f pode conter diferentes
polissacarideos com massas moleculares préximas, tornando-se necessdrio
procedimentos de purificacdo. Assim, como para o PEyyo.c, a cromatografia de filtracdo

em gel Sepharose CL-6B, também foi selecionada para purificar o PE0.f.

Figura 23- (a) Andlise dos monossacarideos provenientes da hidrélise acida do PE,or por
HPAEC/PAD. Condi¢Bes da corrida: isocratica (NaOH 14 mM, 25 minutos). CondicBes de
hidrdlise: TFA 4 mol/L, 6 h, 100 °C. (b) Perfil de eluicdo do PE,,qor por HPSEC/RID. Aliquotas:
200 pg em 200 pL; Fluxo: 0,6 mL/min; Eluente: NaNO; 0,1 M contendo azida sédica 0,03%.
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5.3.2.2 Purificagcdao do PEy;o.F por cromatografia de filtragio em gel Sepharose CL-6B

PEy,0r foi separado em 3 picos na cromatografia de filtragdo em gel de
Sepharose CL-6B (Figura 24), indicando a presenca de pelo menos trés moléculas com
massas moleculares diferentes.

Para evitar possiveis contaminacdes entre polissacarideos de composicoes
quimicas diferentes, porém com massas moleculares muito préximas, optou-se por
separar em aliquotas o primeiro tubo que antecede (chamado de P, af) € 0 primeiro
tubo que sucede (chamado de P ) 0 ponto de maior absorbancia do P,.¢. A Figura 24
ilustra esses pontos. Varias colunas foram realizadas e as fragdes correspondentes

reunidas, concentradas e analisadas por HPSEC/RID.
Figura 24- Cromatografia de filtracdo em gel Sepharose CL-6B do PE,,o.. Vol. coluna: 173 mL,
Material aplicado: 8 mg; Fluxo: 1,0 mL/min; Vol. fracdo: 2,5 mL; Vol. morto: 55,0 mL.
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Os resultados (Figura 25) evidenciam que, com excecdo de Py todas as
demais fragdes comportaram-se como moléculas homogéneas, sendo as P, Pj.ar € Py
gr menos polidispersas que a P.f, 0 que pode ser comprovado pelos valores dos indices
de polidispersividade (Tabela 7). A heterogeneidade e o tempo de eluicdo elevado (>

60 min) indicam que Py.r deve ser produto de degradacdo, uma vez que eluiu em
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tempos maiores que o de um padrdo de dextrana de massa molecular aparente de

9.000 Da (~57 min), analisado sob as mesmas condigdes.

Figura 25- Perfil de eluigdo por HPSEC/RID das fragdes obtidas na coluna Sepharose CL-6B a
partir do PEy,0r. Colunas de gel permeacgdo dispostas em série, com limites de exclusdo de
7.10°, 4.10°, 8.10" e 5.10° Da. Total de material aplicado: 200 pg em 200 pL; Fluxo: 0,6 mL/min
a 37 °C; Eluente: NaNO; 0,1 mol/L contendo azida sédica 0,03%.

Pir 51,5
Pu-ar
53,8
Pu-r 54,4
Pu-er i
67,3
Pur
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A partir desse resultado, as fracdes consideradas puras: Pir, Py, Piar € Pigr,
tiveram a sua composicdo em acgucares totais (DUBOIS et al., 1956) e proteinas
(BRADFORD, 1976) determinadas. Também tiveram suas massas moleculares
estimadas através da curva de calibragdo com padrées de dextranas (HPSEC/RID), bem

como seus respectivos indices de polidispersividade calculados (Tabela 7).

Tabela 7- QuantificagGes de agUcares totais, proteinas, massas moleculares aparentes e indices
de polidispersividade das fragcdes obtidas na purificacdo do PE, 0.

Agucar Total Proteina Massa Molecular | indice de Polidispersividade
FracoOes (%) (%) Aparente (Da) (Mw/Mn)
P 96,2 3,8 55.058 2,54
Pir 99,7 0,3 21.707 1,22
Pi-ar 98,0 2,0 27.865 1,24
Pier 98,4 1,6 18.395 1,27

A composi¢cao monossacaridica de cada fragao foi determinada apds hidrélise
(TFA 4 mol/L, 100 °C, 6 h) e andlise por HPAEC/PAD. Os resultados mostraram que
manose é o acucar majoritario em todas as fracdoes (Tabela 8 e Figura 26). A
semelhanca na composicdo pode sinalizar que se trata de um unico polimero com
diferentes graus de ramificacdo. E importante observar que o principio da separa¢io
para o HPSEC e a chamada cromatografia de filtracdo em gel ou peneira molecular é o
mesmo, entretanto, o desempenho do segundo procedimento foi mais eficiente,
provavelmente pelo tamanho da coluna e tempo de corrida, ainda que a pressao

normal.

Tabela 8- Andlise da composigdo monossacaridica (%) por HPAEC/PAD apés hidrélise acida das
fracGes consideradas puras do PEyo..

FracOes Monossacarideos
Polissacaridicas Galactose Glucose Manose Ramnose Fucose
P.r 33 08 59 Tragos* -
Pu.r 33 08 59 - Tragos*
Py.ar 33 09 58 - Tragos*
Pisr 33 13 54 - Tracos

"<2%.
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Figura 26- Analise por HPAEC/PAD dos produtos de hidrélise das fraces P, Pi.¢, Piar € Piigr.
Condicdes da corrida: isocratica (NaOH 14 mM, 25 minutos). Coluna: CarboPac PA1. CondicGes
de hidrdlise: TFA 4 mol/L, 6 h, 100 °C. Padrbes de aglicares neutros: L- fucose, L-ramnose, L-

arabinose, D-galactose, D-glucose e b-manose.
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Considerando os resultados citados: menor proporcdo de proteina (< 1%),

menor indice de polidispersividade (Mw/Mn 1,22) e composicdo monossacaridica
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semelhante as demais, a fracdo P, foi selecionada para dar prosseguimento aos

estudos de caracterizagdo quimica e para os ensaios de atividade bioldgica.

5.3.2.3 Determinagao das posig¢oes das ligagoes glicosidicas da fragao P, por CG-EM

A analise por cromatografia gasosa dos acetatos de alditdis parcialmente

metilados da fracdo P, mostrou a presenca de oito derivados que foram identificados

de acordo com seus tempos de retencdo (Tr) e espectros de massa (Tabela 9).

Tabela 9- Acetatos de alditéis parcialmente metilados formados na metilacdo da fragdo Py,.;.

Tempo de Derivados Tipo de ligagdao % dos derivados Principais
retengdo (min) Metilados Fragmentos de
massa (m/z)

101, 102, 118,

16,04 2,3,4,6-Me,-Manp Manp-(1-> 27,0 129, 145, 161,
162, 205
101, 102, 118,
16,12 2,3,4,6-Me,-Glcp Glep-(1-> 1,7 129, 145, 162, 205

101, 117, 161,

16,16 2,3,5,6-Me,-Galf Galf-(1-> 1,4 205, 277, 278
17,3 3,4,6-Mey-Manp | —2)-Manp-(1-> 32,0 129, 130, 161, 190
17,5 3,5,6-Me,-Galf >2)-Galf-(1> 3,8 101, 118, 130

102, 118, 129,
17,8 2,3,4-Me;-Manp -6)-Manp-(1-> 1,2 162, 189

102, 118, 129,
18,2 2,3,5-Mes-Galf -6)-Galf-(1-> 8,0 159, 233

20,4 3,5-Me,-Galf —2,6)-Galf-(1-> 25,5 117, 118, 130, 190

A presenca de derivados de galactose metilados na posicdao 5 e a auséncia do
metilado em O-4 indicam que todos os residuos desse aguUcar presentes no
polissacarideo estdo na forma furanosidica e a maioria em ligacdo 16, sendo 75%

deles ramificados no carbono 2. O derivado tetrametilado de manose (27%)
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corresponde a praticamente o mesmo valor da ramificacdo nas unidades
galactofuranosidicas (25,5%). Considerando que ha um derivado de manose 2-O-
substituido (32,0%), é provavel que esses residuos estejam ligados a cadeia principal e
a esses, ligados em 0-2, os terminais nao redutores de manose (2,3,4,6-Me4-Manp).
Os 5% restantes do 2-O- substituido de manose podem estar ligados aos demais
tetrametilados [Glcp-(1-> e Galf-(1->]. Ha ainda a possibilidade que em algumas dessas
ramificagcdes haja mais de um residuo de manose entre a cadeia de galactofuranana e
o terminal ndo redutor de manose [Manp-(1->]. Se lembrarmos que a maioria dos
fungos ascomicetos tem a parede celular formada por mananas e/ou galactomananas,
prevalecendo os residuos de galactose na forma furanosidica (ZHOU et al, 2019), os
derivados encontrados nessa andlise sdo condizentes com aqueles presentes nas
estruturas descritas na literatura.

Embora a técnica da metilagdo seja importante para orientar a posicdao da
ligagdo glicosidica na estrutura polissacaridica, o fato de envolver varios etapas
quimicas no processo de derivatizacdo (metilagdo, hidrdlise, reducdo e acetilagao),
pode levar a reacbes de degradacdo, ainda que cuidados sejam tomados. Para os
polissacarideos ramificados pode ocorrer a submetilacdo, por impedimento estérico,
mesmo que a técnica seja repetida. Isso significa que os percentuais encontrados para
os derivados metilados ndo se fecham totalmente, apesar disso, o método continua

sendo importante para auxiliar na determinac¢ao da estrutura da molécula.

5.3.2.4 Caracterizagao quimica por RMN da fra¢ao Py.¢

Para confirmar os resultados da metilagdo, espectros de 'H e C mono- e
bidimensionais foram efetuados. O espectro de préton apresentou 5 sinais na regido
de H-1: em 6 5,18, 5,08, 4,86, 4,76 e 4,65 (Figura 27a) e na regido anomérica do
espectro de 3¢ também foram observados cinco sinais, em 6 109,3, 103,9, 103,2,
102,9 e 101,0 (Figura 27b). O sinal em campo baixo em & 109,3 observado no espectro
de BC (Figura 27b), é caracteristico de carbono anomérico de estrutura furanosidica
(GORIN, BARRETO-BERGTER, CRUZ, 1981). Considerando que na composicdo da

molécula ha cerca de 33% de galactose e que esse monossacarideo, das trés hexoses
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detectadas, é o Unico que pode ser encontrado nessa conformacdo, esse

deslocamento quimico pode ser atribuido as unidades de galactofuranose. Esses dados

foram confirmados pelos resultados da metilacio com os derivados

galactofuranosidicos. O sinal em campo baixo (6 109,3) sinaliza configuragdo B para

essas unidades (AHRAZEM et al., 2001; CORDEIRO et al., 2012).

Figura 27- Espectros de: (a) RMN- 'H e RMN- **C (b) da fracdo P,.;, obtida por cromatografia de
filtracdo em gel Sepharose CL-6B do extrato aquoso do Fusarium sp.

A B C D
-6)-B-D-Galf-(1-> ->2,6)-B-D-Galf-(1-> a-D-Manp-(1-> ->2)-a-D-Manp-(1->
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Para correlacionar os sinais de carbono anomérico aos seus respectivos
protons, uma analise bidimensional heteronuclear, HSQC-DEPT, foi efetuada (Figura
28). Os prétons anoméricos & 5,18 e 5,08 foram correlacionados aos carbonos 6 109,3
e 101,0, correspondendo, respectivamente, as unidades B-D-Galf-(1-6), B-D-Galf-

(1->2,6) e as unidades a-D-Manp-(1->2), cujas areas relativas no espectro de *H foi de
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1:1,1. A correlagio & 103,9/4,86 corresponde aos terminais ndo redutores
manopiranosidicos (GORIN, 1973) e os demais em 6 103,2/4,76 e 6 102,9/4,65, estdo
relacionadas aos C-1 dos derivados presentes em menor proporcao na estrutura do
polissacarideo.

A correlagdo de um sinal intenso em & 89,7/4,18 (Figura 28) corresponde ao C-
2/H-2 dos residuos galactofuranosidicos 2,6-di-O-substituidos. Essa afirmagdo pode ser
comprovada pelo HSQC-TOCSY (Figura 29), dado que as conectividades observadas
nesse espectro podem auxiliar na atribuicdo de carbonos e prétons dos residuos
presentes no polimero. Através da correlagdo C1/H1 (6 109,3/5,18) foi possivel
observar a conexdao com o H-2 da mesma unidade (6 4,18 - horizontal) se conectando
com seu respectivo C-2 (6 89,7 - na vertical), que é o carbono envolvido na substituicdo
em O-2 das unidades galactofuranosidicas (1-6) ligadas. Na regido de C-6 substituido
(Figura 27b), os dois sinais intensos em & 70,2 e 69,8 correspondem, respectivamente,
aos C-6 das unidades -6)-Galf-(1-> e =>2,6)-Galf-(1->, cuja relacdo molar no espectro
de carbono 13 é de 1:3. Esses sinais encontram-se invertidos no HSQC-DEPT (Figura
28), entretanto os valores sdo diferentes (6 72,3/3,91/3,66) porque as analises foram
realizadas em condi¢des distintas. As correlacbes em & 63,9/3,92/3,76 e
63,8/3,88/3,77 correspondem aos C-6/H-6 livres das unidades a-D-Manp-(1->, a-D-
Manp-(1->2) e aos demais residuos sem substituicdo em 0-6 (Figura 28).

Ao C-2/H-2 das unidades a-D-Manp-(1->2) é atribuido o sinal em 6 81,7/4,21
(Observado nos espectros de HSQC-DEPT e HSQC-TOCSY). Esses valores sdo
condizentes com aqueles encontrados na literatura (GALINARI et al., 2017; GORIN,
1973; ZHOU et al., 2019). Embora na parede celular de leveduras e fungos ascomicetos
seja possivel encontrar residuos manopiranosidicos 6-O- substituidos como principais
constituintes da cadeia principal, nesse trabalho, segundo a analise de metilacdo, foi
detectado apenas 1,2% do derivado correspondente as unidades Manp-(1->6), bem
como a auséncia de um sinal intenso e invertido ao redor de 6 72,0 , no HSQC-DEPT
(Figura 28). O derivado de Galf-(1->2) encontrado na metilagdo (Tabela 9) numa
composi¢ao de 3,8% pode fazer parte da estrutura do polissacarideo, entretanto
parece ndo haver nenhum sinal possivel nas analises de ressonancia que possa a ele

ser atribuido.
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Figura 28- Espectro de HSQC-DEPT da fracdo P, obtida por cromatografia de filtracdo em gel
Sepharose CL-6B do extrato aquoso do Fusarium sp.
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Figura 29- Espectro de HSQC-TOCSY (editado) da fracdo P, obtida por cromatografia de
filtracdo em gel Sepharose CL-6B do extrato aquoso do Fusarium sp.
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Outros sinais podem ser atribuidos no espectro de HSQC-TOCSY (Figura 29). As
correlagdes em & 78,3/4,18 e 6 85,5/4,18 correspondem, respectivamente, ao H-2 das
unidades =2,6)-Galf-(1->, com o C-3 e C-4 desta mesma unidade (ZHOU et al., 2019)

Com os resultados da metilagdo, espectros de 'H e *C mono- e bidimensionais
e os dados da literatura (AHRAZEM et al., 2001; GALINARI, et al., 2017; GORIN, 1973;
CORDEIRO et al., 2012; ZHOU et al., 2019) podemos sugerir que P, € um polimero
com cadeia principal constituida por residuos B-D-galactofuranosidicos (1->6) ligados,
sendo 75% deles substituidos em O-2 por residuos de a-db-Manp-(1->2)-a-D-Manp-(1->
e mais raramente por a-D-Glcp-(1->2)-a-D-Manp-(1->, B-D-Galf-(1->2)-a-D-Manp-(1->
e a-D-Manp-(1->2)-a-D-Manp-(1->2)-a-D-Manp (Figura 30). A Tabela 10 mostra os

principais sinais discutidos.

Tabela 10- Assinalamentos de C/H da fracdo P,.; obtida do extrato aquoso do Fusarium sp.

Deslocamentos quimicos Assinalamentos
expressos em ppm (8)
109,3/5,18 Ci/H; —>6)-B-p-Galf-(1->
109,3/5,18 Ci/H; —=>2,6)-B-p-Galf-(1->
103,9/4,86 Ci/H; a-D-Manp-(1->
101,0/5,08 Ci/H; —->2)-a-b-Manp-(1->
89,7/4,18 C,/H, =2,6)-B-D-Galf-(1=>
81,7/4,21 C,/H, —->2)-a-b-Manp-(1->
72,3/3,91/3,66 Cs/Hs —6)-B-D-Galf-(1->
72,3/3,91/3,66 Cs/Hs —2,6)-B-D-Galf-(1->
63,9/3,92/3,76 C¢/Hs a-D-Manp-(1->
63,8/3,88/3,77 Ce¢/Hs —2)-a-D-Manp-(1->
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Figura 30- Possiveis residuos presentes na estrutura da fragado Py,.;.
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5.4 TESTES BIOLOGICOS

5.4.1 Atividade citotdxica - Ensaio do MTT

5.4.1.1 Teste de viabilidade celular da fragdo P,,.c obtida do extrato aquoso do C.

gloeosporioides

A avaliacdo da toxicidade é um dos principais parametros utilizados para se
medir a biocompatibilidade, que é uma caracteristica fundamental para materiais que
entrardo em contato com sistemas bioldgicos e testes screening in vitro sao
continuamente realizados para rastrear e caracterizar efeitos potencialmente nocivos

de um material (KEONG, HALIM, 2009).
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Muitos polissacarideos naturais biocompativeis estdo sendo estudados como
biomateriais para uma infinidade de utilizagdes, como veiculos de entrega de drogas e
scaffolds de tecidos (BALDWIN, KIICK, 2010; REIS et al., 2008).

Estudos do potencial citotdxico in vitro de extratos de fermentag¢ao (PACKIARAJ
et al., 2016), de micélio (PALEM, KURIAKOSE, JAYABASKARAN, 2015) e de metabdlitos
liberados no meio de cultivo por fungos do género Colletotrichum (GANGADEVI,
MUTHUMARY, 2007; YANG et al.; 2013) sdo encontrados na literatura cientifica, porém
o potencial citotdoxico de polissacarideos extraidos da biomassa do Colletotrichum
gloeosporioides, em linhagens celulares, ainda nao foi relatado. Desta forma, este é o
primeiro estudo que avalia a citotoxicidade in vitro de um polissacarideo extraido da
biomassa deste micro-organismo.

Nesse estudo, os resultados obtidos pelo ensaio do MTT indicam que a
viabilidade das células CHO-K1, expostas as diferentes concentragbes do
heteropolissacarideo, ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas
com a viabilidade do controle negativo (CN), nos tempos experimentais de 24 e 48

horas (Figura 31). A Figura 32 mostra algumas imagens do ensaio.

Figura 31- Viabilidade celular (%) das linhagens CHO-K1 expostas as diferentes concentragdes
da fragdo P.c ou somente ao meio de cultura (CN- linha tracejada) por 24 e 48 horas.
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* indica diferenca significativa comparada com CN, que foi considerado 100% (p<0,05).

88



Figura 32- Imagens das células CHO-K1 expostas as diferentes concentracdes da fracdo Py.c
apos o periodo de 24 e 48 horas durante as analises de viabilidade celular pelo ensaio do MTT.
As células expostas somente ao meio de cultura (CN) e ao Triton-X também sdo mostradas.

Pvec 24 h

Kim e colaboradores (2006) avaliaram a citotoxicidade de endopolissacarideos
extraido dos micélios do fungo Inonotus obliquus e observaram que a maioria das
células tumorais e das células normais testadas ndo tiveram a sua viabilidade celular
afetada, mesmo expostas as altas concentracdes do polissacarideo.

A auséncia de citotoxicidade apresentada pelo heteropolissacarideo do C.
gloeosporioides nas células CHO-K1, que é uma linhagem normal, pode ser
interpretada como positiva, abrindo novas perspectivas para futuros estudos
toxicolégicos tanto em outras linhagens celulares normais, quanto em células
cancerosas, avaliando seu potencial como agente antitumoral. A auséncia de
citotoxicidade dos compostos em células normais é uma caracteristica fundamental,
mas dificil de ser encontrada, isso tem se tornado um grande desafio para a medicina,

na busca de novas drogas antitumorais.
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5.4.1.2 Teste de viabilidade celular da fragdo P, obtida do extrato aquoso do

Fusarium sp

Observando os resultados encontrados (Figuras 33 e 34) é possivel inferir que o
polissacarideo extraido da biomassa do fungo Fusarium sp ndao mostrou potencial
citotoxico para as células CHO-K1 nas diferentes concentragbes testadas, quando
comparado com o comportamento do controle negativo em ambos tempos

experimentais.

Figura 33- Viabilidade celular (%) das linhagens CHO-K1 expostas as diferentes concentracdes
da fragdo P, ou somente ao meio de cultura (CN- linha tracejada) por 24 e 48 horas.
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* indica diferenca significativa comparada com CN, que foi considerado 100% (p<0,05).
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Figura 34- Imagens das células CHO-K1 expostas as diferentes concentracdes da fragao P, ¢
apos o periodo de 24 e 48 horas durante as analises de viabilidade celular pelo ensaio do MTT.
As células expostas somente ao meio de cultura (CN) e ao Triton-X (CP) também sdo
mostradas.

P24 h

P.r48 h

Este estudo complementa os estudos de Salehi e colaboradores (2018), que até

o presente momento era o Unico trabalho na literatura cientifica que avaliou o efeito
citotéxico de um polissacarideo extraido da biomassa do Fusarium sp pelo ensaio MTT,
neste caso, em duas linhagens de células cancerigenas humanas. Esses autores
encontraram que o polissacarideo foi citotdxico para a linhagem tumoral LCL, mas ndo
para a linhagem tumoral Hela. N3o foi avaliada a citotoxidade do polissacarideo em
linhagem celular normal, desta forma, esta tese é o primeiro trabalho na literatura que
avalia a citotoxicidade de um polissacarideo extraido do Fusarium sp em células
normais, mostrando que o mesmo ndo apresentou efeitos citotdxicos sobre CHO- K1.
Assim, os resultados encontrados neste trabalho ndo descartam a possibilidade
do polissacarideo extraido da biomassa do Fusarium sp ser biocompativel, abrindo
novas possibilidades de estudos que abrangem tanto as areas de biocompatibilidade
deste material quanto possiveis estudos de aplicagdes e atividades bioldgicas.
Propriedades bioativas de extrato de polissacarideos da biomassa do Fusarium
oxysoprium foram relatadas por Li e colaboradores (2011b), que encontraram efeitos

estimulantes deste extrato sobre o crescimento de cultura de células vegetais de
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Dioscorea zingiberensis, assim como indu¢cdo no aumento da producao de diosgenina,
que é um fitoquimico bioativo usado em farmacos para o tratamento de vdrias

doencas, como o cancer.

5.4.2 Atividade genotoxica - Ensaio do cometa

Propriedades bioldgicas, como efeito quimiopreventivo sobre danos no DNA e
atividade antitumoral estdo sendo descritas para diversos polissacarideos derivados de
fungos (JOSEPH et al., 2012, LIU et al., 2018; MALINI et al., 2016). Em ambas
propriedades bioldgicas, o polissacarideo ndo ser genotdxico para as células normais é
uma caracteristica primordial.

Para investigar o efeito genotdxico do polissacarideo da fragao P extraida da
biomassa do Fusarium sp, frente as células normais CHO-K1, foi selecionado o ensaio
do cometa, cujos resultados informam se o material tem potencial genotéxico para as
células (SINGH et al., 1988). A genotoxicidade é um efeito provocado por agentes que
possuem a capacidade de promover danos no material genético (IZQUIERDO-VEGA et
al., 2017). Além da toxicidade, a avaliacdo do potencial genotdxico também é um
parametro importante quando se pretende aplicar um material como agente
terapéutico. E importante destacar que este é o primeiro estudo na literatura que
avalia a genotoxicidade de um polissarideo derivado de Fusarium sp.

Os resultados de escore observados no experimento (Figura 35) mostraram que
a fracdo Py ndo provocou danos ao DNA das células CHO-K1. Os dados mostram que
estatisticamente ndao ha diferenca entre os resultados de escore obtidos nas trés
concentracdes de Pyr quando comparado com o resultado do controle negativo.
Validando o experimento, no controle positivo, onde as células foram expostas a
ciclofosfamida, um agente comprovadamente genotodxico, foi observado um maior
escore de danos no DNA quando se compara com as demais condi¢des, sendo

estatisticamente diferente do CN.
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Figura 35- Genotoxicidade da fragdo P, sobre as células CHO-K1.
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Liu e colaboradores (2018) realizaram estudos sobre a acdo de uma glucana,
obtida da levedura Saccharomyces cerevisiae, nas células de medula éssea de ratos,
gue foram expostos a radiacdes. Os resultados obtidos através do ensaio do cometa
mostraram que o polissacarideo foi capaz de diminuir os danos provocados no DNA
das células de medula dssea (LIU et al.,, 2018). Este efeito protetor também foi
observado anteriormente, quando um complexo de proteina e polissacarideo
demonstrou diminuir danos no DNA de células expostas a raios gama (JOSEPH et al.,
2012). Em ambas as pesquisas os autores observaram a acdo protetora dos
polissacarideos sobre as células normais.

Os ensaios realizados neste trabalho (Figura 36) com o polissacarideo extraido
do Fusarium sp revelaram que a fracao P, ndo provocou efeitos genotdxicos nas
células normais CHO-K1. Esses primeiros resultados abrem possibilidades para futuros
estudos onde se podera investigar, por exemplo, se essa fragdo possui a capacidade de
proteger células que estdo expostas a agentes genotdxicos como radiagdes, assim

como possuir atividade antitumoral.
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Figura 36- Imagens dos nucleoides das células CHO-K1 expostas as diferentes concentragdes da
fracdo P,.r apds o periodo de 48 horas durante as analises de genotoxicidade pelo ensaio do
cometa. Os nucleoides expostos somente ao meio de cultura (CN) e a ciclofosfamida (CP)
também sdo mostrados.

400 pg/mL

rO

Glucanas, mananas e galactomananas compreendem o0s principais
polissacarideos da parede celular das células de fungos e leveduras. A alguns desses
polimeros tém sido atribuidas importantes atividades bioldgicas que estdo
relacionadas com suas estruturas quimicas. Os polissacarideos extraidos dos fungos
fitopatogénicos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium sp, mostraram-se
quimicamente distintos, entretanto, em ambos, a galactose apresentou-se na forma
furanosidica. Este tipo de molécula esta presente em varios fungos patogénicos e o
fato dela ndo ser sintetizada por mamiferos e, ao mesmo tempo, ser reconhecida pelo
sistema imune desses organismos, torna-a uma molécula atrativa para o diagnéstico
de infec¢des, podendo ser utilizada na sintese de antigenos (MARINO et al., 2017).
Considerando que ambos os polissacarideos obtidos neste trabalho sdo ricos em
galactose furanosidica e ndo apresentaram citotoxicidade, confirmada pelos ensaios
do MTT, abre-se também a possibilidade futura de serem aplicados, com esse

propdsito, na industria farmacéutica.
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6 CONCLUSOES

A partir de procedimentos de extracdo e purificacdo foi possivel isolar
polissacarideos inéditos provenientes da biomassa dos fungos Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium sp.

Do C. gloeosporioides, o polissacarideo considerado homogéneo foi
caracterizado com a cadeia principal formada por unidades B-D-Galf (1->5) e (1-6)
ligadas, as ultimas podendo ser substituidas em O-3 por unidades a-d-Glcp.

Do Fusarium sp, o polissacarideo estudado foi caracterizado com uma estrutura
formada por unidades B-D-galactofuranosidicas (1-6), com substituicdo em 2-O- por
residuos manopiranosidicos (1->2) ligados. Mais raramente alguns deles tem Glcp ou
Galf como terminais ndo redutores ou ainda uma unidade a mais de manose na
ramificacdao (manotriose).

A presenca de unidades galactofuranosidicas na estrutura dos polissacarideos
isolados do C. gloeosporioides e do Fusarium sp pode estar relacionada com o fato
desses fungos serem patogénicos e pertencerem ao mesmo Filo.

O ensaio de citotoxicidade revelou que os heteropolissacarideos nao
apresentam riscos nocivos para as células normais CHO-K1. Essa resposta sinaliza
novas perspectivas de estudos futuros com testes toxicolégicos tanto em outras
linhagens de células normais como em células tumorais.

O ensaio de genotoxicidade com o heteropolissacarideo isolado do Fusarium sp
mostrou que ele ndo provocou danos ao DNA das células CHO-K1, reforcando a ideia

da continuidade de testes com o heteropolissacarideo.
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