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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 extracdes 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.r). Ambos foram purificados por cromatografia de filtracdo
em gel, onde o PEy,0.c foi separado em cinco fragdes, com a Py.c selecionada para os demais
estudos. As andlises de caracteriza¢do 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 andlises 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
PEn0.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 0-3 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 0-2 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 Py¢

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 ligagdes 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 sao 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 obtencado. 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 aeracdo,
velocidade de agitacdao, tempo de fermentacdao e composicao 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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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
ramificacdo (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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