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REVISOES / REVIEWS

Polissacarideos de parede celular fungica:
purificacio e caracterizaciao

Fungal cell wall polysaccharides: purification and characterization

Eliane Kaori Fukuda'; Ana Flora Dalberto Vasconcelos?;
Andreza Candido Matias?; Aneli de Melo Barbosa';
Robert Frans Huibert Dekker?; Maria de Lourdes Corradi da Silva**

Resumo

A parede celular é uma estrutura rigida, essencial para a sobrevivéncia dos fungos, ¢ o conhecimento de
sua composi¢do podera ser ttil para o desenvolvimento de novas drogas antifungicas. Neste contexto, os
polissacarideos estdo entre os seus principais componentes que t€m sido alvos de intensa investigagdo
cientifica. As informagoes, provenientes do conhecimento da estrutura dessas macromoléculas, poderdo
ser valiosas para o entendimento dos mecanismos de sintese da parede celular de fungos causadores
de patologias, tanto em plantas quanto em animais. A determinacdo da estrutura quimica de um
endopolissacarideo deve ser precedida por experimentos de extragdo e purificacdo. As extragoes,
geralmente conduzidas em solugdes aquosas neutras e¢/ou alcalinas, separaram as biomoléculas em
grupos, de acordo com suas solubilidades. Os extratos, contendo mistura de polissacarideos, podem ser
purificados pela combinagdo de métodos quimicos e cromatograficos. Apos purificag@o, os polissacarideos
considerados homogéneos sdo caracterizados estruturalmente com as técnicas convencionais em
quimica de carboidratos tais como hidrélise, metilagdo, FT-IR e RMN-'3C e 'H. Esta revisdo tem como
proposta efetuar um levantamento das principais investigagdes cientificas conduzidas com o objetivo de
caracterizar polissacarideos da parede celular fingica.

Palavras-chave: Biomassa, parede celular fungica, polissacarideos, caracterizagdo quimica

Abstract

The cell wall is a rigid structure essential for the survival of fungi. A knowledge of its composition is
therefore useful for the development of novel anti-fungal drugs. In this context, polysaccharides as main
components of the fungal cell wall have been the subject of intense scientific study over the years. The
information gained from the knowledge of the structure of these macrobiomolecules could therefore
be valuable in elucidating the mechanisms of their biosynthesis in the cell walls of pathogenic fungi
infecting plants and animals alike. Determination of the chemical structures of these polysaccharides
(endo) is preceded by their extraction and purification. The extractions, generally lead to neutral and/
or alkaline soluble biopolymers in groups according to their solubilities. Mixtures of polysaccharides
in these extracts can then be purified by a combination of chemical and chromatographic methods.
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Following purification, the polysaccharides, considered homogeneous, can be characterized structurally
using conventional techniques of carbohydrate chemistry, such as hydrolysis, methylation analysis,
and FT-IR, “®C- and 'H- NMR spectroscopy. This review surveys the main scientific literature that
characterizes polysaccharides constituting the fungal cell wall.

Key words: Biomass, fungal cell wall, polysaccharides, chemical characterization

Introducio

Os  Dbiopolimeros, como  proteinas e
polissacarideos, representam os mais abundantes
compostos organicos da biosfera, exibindo

importantes propriedades e diferentes aplicagdes,
relacionadas com suas caracteristicas quimicas.

Fungos,bactériaseplantasvémsendopesquisados
como potenciais fontes dessas macromoléculas,
principalmente de polissacarideos. A possibilidade
de aplicagdo desses compostos na saude humana,
assim como em outras areas, tem levado a intensivos
estudos relacionados a sua extragdo e caracterizacao
(GERN et al., 2007).

Polissacarideos bioativos isolados da parede
celular fiingica tém sido caracterizados como
homopolimeros, heteropolimeros ou, ainda,
encontram-se ligados aos residuos de proteinas
formando complexos polissacarideo-proteina (KIM

et al., 2003; ZHANG et al., 2002).

Embora estudos sobre a composi¢do da parede
celular de varios fungos sejam efetuados, o maior
numero de informagdes disponiveis na literatura esta
relacionado com a estrutura de parede do ascomiceto
Saccharomyces cerevisiae, que € composta por f-D-
glucanas, quitinas e manoproteinas (KAPTEYN;
VAN DEN ENDE; KLIS, 1999; LIPKE; OVALLE,
1998; NOBEL; VAN DEN ENDE; KLIS, 2000;
NOMBELA; GIL; CHAFFIN, 2006). Alguns
patogenos humanos, como Cdndida albicans e
espécies do género Aspergillus, também vém tendo
a constituicdo de parede celular investigada, que
podera ser utilizada como possivel alvo de drogas
antifingicas (GEORGOPAPADAKOU; TKACZ,
1995; POULAIN; JOUAULT, 2004; SHIBATA et
al., 1995).

Estudos realizados por Falch et al. (2000)
p-(1—3)
possuem efeitos estimulantes para o sistema imune.
Entretanto os mecanismos celulares pelos quais estas
substancias agem ndo estdo muito bem definidos,
sendo a principal hipotese a existéncia de receptores
especificos para estas glucanas nas superficies das
células (MUELLER et al., 2000).

mostram que glucanas ramificadas

Fatores fisico-quimicos podem influenciar no
efeito destes polissacarideos sobre o organismo,
dentre eles o grau de ramificacdo, a massa
molecular ¢ a conformagdo apresentada pelo
material (LEUNG et al., 2006; YOUNG; JACOBS,
1998). Para compreender os mecanismos de atuagéo
dessas moléculas biologicas todos os pardmetros de
caracterizacdo quimica e conformacdo devem ser
estudados.

Portanto, esta revisdo tem como principal
objetivo apresentar dados de pesquisas referentes
a caracterizacdo quimica dos polissacarideos de
parede celular fungica, fornecendo material inicial
para investigacao nessa area de conhecimento.

Biomassa fungica

Os fungos sdo microrganismos eucariontes
heterotroficos que obtém sua energia pela ruptura
de moléculas organicas, podendo ocupar diversos
ecologicos,
saprobios

nichos atuando como parasitas,

ou entdo estabelecendo relagdes
simbidticas, por exemplo, com algas, formando os

liquens (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

No ambiente terrestre, os fungos tém um papel
importante nos ciclos biogeoquimicos do carbono,
nitrogénio ou fosforo (BOSWELL et al., 2003).
Como fitopatogenos, estes organismos possuem
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mecanismos de adesdo ao hospedereiro, onde
as moléculas de reconhecimento e unido sdo, na
maior parte dos casos, de natureza protéica ou
glicoprotéica (SUGUI; LEITE; NICHOLSON,
1998; XIAO et al., 1994) e, por isso, a produgdo de
proteinas e polissacarideos extracelulares tém sido
associadas a capacidade do microrganismo causar
doencas em plantas (DOSS, 1999; GIL-AD; BAR-
NUN; MAYER, 2001; LEITE et al., 2001).

Os fungos podem ser considerados como os
agentes mais importantes de degradagdo da Terra,
principalmente quando se estuda os ecossistemas
florestais, onde esses microrganismos sao 0s
principais decompositores de celulose e lignina. A
producdo de biomassa em um ecossistema florestal ¢
em grande parte controlado por fungos degradadores
de madeira, que determinam as taxas dos nutrientes
liberados e seu retorno ao ecossistema apos a morte
das arvores (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004)

Além de sua atuagfo nos ecossistemas, os fungos
tambémapresentamum grande potencial deaplicagdo
nas diferentes areas industriais, como alimentos,
cosméticos, medicamentos (SUTHERLAND, 1998),
assim como na area ambiental, na detoxificagdo de
compostos em ambientes contaminados (REZENDE
et al., 2005). A utilizagdo desses microrganismos
pode ser através do seu material celular (biomassa)
ou entdo de macromoléculas isoladas.

Ha uma forte tendéncia em se explorar
comercialmente a biomassa fiingica para isolamento
de seus componentes celulares e consequentemente
de seus principais constituintes, tais como enzimas
(invertases, glucosidades), nucleotideos, proteinas
(manoproteinas) e principalmente polissacarideos
(glucanas, mananas, galactanas), além de lipideos,
comofosfolipideoseergosterol, poisestassubstincias
apresentam propriedades especificas de interesse
biotecnologico e, conseqiientemente, de grande
valor agregado (BELEM; LEE, 1998; BEROVIC
et al., 2003; CAMERON; COOPER; NEUFELD,
1988; KOLLAR; STURDIK; SAJBIDOR, 1992;
PAVLOVA, PANCHEV; HRISTOZOVA, 2005).

Trabalhos como os realizados por Mendes-Costa
e Moraes (1999) mostraram que ¢ possivel isolar da
biomassa de diferentes linhagens de Saccharomyces
cerevisiae fragdes de carboidratos solaveis, e
que estas moléculas podem ser utilizadas como
indutoras de mecanismos de defesa em plantas. O
mesmo foi observado em experimentos com soja
(HAHN; ALBERSHEIM, 1978; SHARP; VALENT:;
ALBERSHEIM, 1984), feijao, batata (CLINE,
WADE, ALBERSHEIN, 1978) e sorgo (PICCININ;
DI PIERO; PASCHOLATI, 2005), onde se detectou
a producdo de fitoalexinas, substancias envolvidas
no mecanismo de defesa vegetal, quando as plantas
foram colocadas em contato com glucanas isoladas
de S. cerevisiae e de Phytophtora megasperma.

A biomassa excedente da producdo industrial
de antibidticos por Penicillium chrysogenum,
além de ser aproveitada para ragdo para gado e ou
no preparo de fertilizantes (MUZZARELLI et al.,
2000), também vem se mostrando uma fonte viavel
de moléculas importantes, como os polissacarideos
do tipo glucanas (WANG et al., 2007), aplicados na
area medicinal devido a suas atividades antitumorais
e imunomoduladoras.

Durante um processo fermentativo para a
de (EPS),
grande percentual de biomassa também ¢é obtido.

produgao exopolissacarideos um
Entretanto, as quantidades de massa micelial e
EPS nédo sdo necessariamente proporcionais, sendo
dependentes dos diferentes fatores utilizados no
cultivo, tais como fontes de carbono e de nitrogénio,
pH, temperatura, agitacdo, grau de aeracgdo, entre
outros. Estes parametros podem interferir tanto na
producdo da biomassa quanto dos componentes
isolados desse substrato. Segundo alguns
autores (BARBOSA et al., 2004; SELBMANN;
CROGNALE; PETRUCCIOLI, 2002; SEVIOUR
et al., 1992; WANG; McNEILL, 1995) o resultado
esperado no final do procedimento, se biomassa
ou EPS, determinara como essas varidveis Serao
aplicadas no cultivo microbiano.

Ainfluéncia desses pardmetros pode ser ilustrada,
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por exemplo, por Park et al. (2002), que trabalhando
com Cordyceps militaris para a producdo de
exopolissacarideos, observaram que o aumento da
taxa de aeragdo favorecia a producdo de biomassa em
relacdo a de macromoléculas extracelulares. Tang e
Zhong (2003) mostraram que variagdes nos niveis
de saturacdo de oxigénio em cultivos de Ganoderma
lucidium influenciavam o fornecimento de oxigénio,
levando a produgdo de quantidades diferentes de
polissacarideos intracelulares, extracelulares e de
acido ganodérico pelo fungo. Os pesquisadores
observaram que uma menor saturagdo de oxigénio
(10 %) favorecia a producdo de polissacarideo
extracelular (0,7 g/L), enquanto que com um grau
de saturagdo de oxigénio maior (25 %) havia um
aumento de polissacarideos intracelulares (1,6 g/L)
e de acido ganodérico (350 mg/L).

Portanto, pode-se concluir valores

significativos de biomassa podem ser obtidos

que

por otimizacdo de condi¢cdes de cultivo, e que
isso permite um aumento nas quantidades de
componentes celulares que podem ser extraidos
e terem suas moléculas bésicas investigadas, para
posteriores aplicagdes industriais € ou ambientais.

Parede celular fliingica

Nos fungos, a estrutura celular é semelhante a
dos outros eucariotos, constituida basicamente por
uma membrana, um citoplasma com as organelas
distribuidas todo
celular e um compartimento especial, o nucleo, que
armazena o material genético. As células podem ser
encontradas na forma unicelular, como as leveduras,
ou entdo formando conjuntos de hifas, septadas ou

aleatoriamente por interior

ndo, denominadas de micélio, como no caso dos
fungos filamentosos. Tanto as células leveduriformes
quanto o micélio estdo envolvidos por uma camada
protetora externa denominada de parede celular,
quimicamente diferente da parede encontrada em
vegetais, ainda que possa exercer os mesmos tipos
de fungdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005;
MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A parede celular fingica pode ser caracterizada
como uma estrutura relativamente rigida, porém
que participa de varios processos
bioldgicos essenciais a célula. Ela determina o

dindmica,

formato da célula, fornece suporte osmotico,
protecao fisica, além de estar relacionada a eventos
de sinalizagdo celular, adesdo e reprodugdo
(MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005;
NIMRICHTER et al.,, 2005; PEREZ; RIBAS,
2004), sendo por isso necessaria para o crescimento
e desenvolvimento dos fungos nos ambientes onde
sao encontrados (DURAN; NOMBELA, 2004).

O crescimento micelial é dependente do processo
detranslocacdo, onde o material celular ¢ direcionado
para as regidoes em desenvolvimento (BOSWELL
et al., 2003), permitindo a formagdo das estruturas
celulares, como a parede, ¢ com isso facilitando
a ocupacao dos ambientes pelo microrganismo.
Em condi¢cdes normais de desenvolvimento, a
estrutura da parede celular ¢ baseada na parede
ja existente nas células progenitoras, que sdo
extendidas e remodeladas. Neste caso, ela serve
como um arcabougo para a incorpora¢do de novos
materiais dentro dos pontos de crescimento (KLIS;
BOORSMA; DE GROOT, 2006).

A parede celular compreende cerca de 20-
30% do peso seco da célula fungica (SMITH et
al.,, 1999); sua composi¢do quimica, estrutura e
dimensdo variam consideravelmente, dependendo
das condi¢des ambientais e/ou de cultivo laboratorial
e essa formagdo ¢ coordenada com o ciclo celular
(KLIS; BOORSMA; DE GROOT, 2006).

A composi¢cdo quimica da parede celular ¢
bastante complexa,
por polissacarideos, ligados ou ndo a proteinas ou
lipideos, polifosfatos e ions inorganicos formando
Quitina,
galactomananas e proteinas sdo compostos mais

constituida principalmente

a matriz de cimentagdo. glucanas,

freqilientes, embora sua quantidade varie entre as

diferentes espécies de fungos (ADAMS, 2004).

O conhecimento da constituigdo quimica da
parede, principalmente em relagdo a presenga
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de polissacarideos, ¢ um dado importante para o
emprego biotecnolégico dos fungos, pois estas
moléculas podem ser utilizadas em diversos
processos industriais ou, ainda, serem uteis para
a classificagdo taxonOmica desses organismos
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Virios estudos tém sido realizados para o
conhecimento da composicdo quimica da parede
celular de fungos, principalmente leveduras, como
Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces
cerevisiae,muitoutilizadasemindustriasdealimentos
(DURAN; NOMBELA, 2004; GALICHET et al.,
2001; KIM; YUN, 2005; MAGNELLI; CIPOLLO;
ROBBINS, 2005; NOMBELA; GIL; CHAFFIN,
20006).

De acordo com Aguilar-Uscanga e Frangois
(2003) a parede celular de leveduras apresenta como
componentes polimeros de manose (constituindo
manoproteinas), glicanas (principalmente beta-
glucanas, mas galactanas também podem ser
encontradas) e polimeros de N-acetilglucosamina
(formando quitina).

Cerca de 60 a 90% do peso seco da parede celular
de S. cerevisiae é constituida de glucanas e mananas
(CHAUD; SGARBIERI, 2006). Para Kapteyn, Van
Den Ende e Klis (1999), a parede celular desta
levedura ¢ organizada em duas camadas formadas
por quatro classes de macromoléculas como
proteinas de parede celular (CWPs), B-(1—6)-D-
glucana, B-(1—3)-D-glucana e quitina, com estes
componentes interconectados através de ligagdes
covalentes.

Lipke e Ovalle (1998) através de estudos
realizados com microscopia eletronica observaram
a disposi¢do em camadas dos polissacarideos da
parede celularde S. cerevisiae. Acamadamais interna
¢ constituida principalmente por uma B-(1—3)-D-
glucana com pequeno grau de substituigdo em C-6
por residuos glucopiranosidicos, que variavam em
relacdo ao grau de maturacdo da célula. Segundo
esses autores, a glucana poderia ser solivel ou
insoltivel, em solugdo aquosa, dependendo do

percentual de ramificagdo. Os demais constituintes
da camada interna observados foram a quitina,
presente em propor¢des reduzidas nas regides de
cicatrizes de brotamento, e uma -(1—6)-D-glucana
altamente ramificada, solivel em agua (KLIS et
al., 2002). Finalmente, uma manana constituida de
uma cadeia principal de a-(1—6)-D-manopiranose
altamente ramificada também foi descrita como
constituinte da parede celular em S. cerevisiae. As
ramificagdes foram caracterizadas como cadeias
laterais de comprimentos variados de unidades de
manose a-(1—2) e em menor propor¢ao o-(1—3)
ligadas, distribuidas de forma complexa ao longo
da cadeia principal (KAPTEIN; VAN DEN ENDE;
KLIS, 1999).

Alevedura Schizosaccharomyces pombe, espécie
considerada modelo para o estudo da relagdo entre a
formagao da parede celular e o ciclo celular, também
apresenta 3-(1—3) glucana com ramificagdo em C-6
(MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005). Uma
caracteristica distinta desta levedura ¢ a auséncia
de quitina, um polissacarideo geralmente presente
em outros fungos. Foram identificados outros
polissacarideos como uma a-(1—3) glucana e uma
galactomanana tipica de leveduras, formada por
uma cadeia principal de a-(1—2) manopiranose,
com unidades de galactose substituindo as posi¢des
terminais (PEREZ; RIBAS, 2004).

A parede celular dos fungos Candida albicans
e Aspergillus fumigatus, responsaveis por doencas
em humanos, apresenta componentes como manana
(Candida), galactomanana (Aspergillus) e B-(1—3)-
D-glucana (ambos microrganismos) que podem ser
utilizados para o diagndstico de infec¢des fungicas
invasivas, pois estas moléculas, consideradas como
antigenos circulantes, sdo detectados no sangue em
uma fase inicial da infec¢do e antes do surgimento
dos sintomas clinicos. A deteccdo desses antigenos
¢ um procedimento mais rapido que os métodos
tradicionais, realizados por estudos histologicos
ou cultura de células. A presenca desses antigenos
também pode ser utilizada para monitorar a resposta
dos pacientes ao tratamento com agentes anti-
fingicos (ERJAVEC; VERWEIJ, 2002).
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Como a parede celular ¢ essencial para a
sobrevivéncia da célula fingica e estd ausente em
células de mamiferos, ela se torna um alvo atrativo
para a a¢do de drogas. Portanto, o conhecimento
da sintese da parede celular, bem como de sua
composi¢do quimica podem dar informagdes
valiosas para aplicagdo desses agentes antifingicos
(PEREZ; RIBAS, 2004).

Polissacarideos de parede celular fingica

Ospolissacarideossdoumaclassedebiopolimeros
produzidos por todos os organismos vivos. Eles
exibem diferentes tipos de estruturas quimicas,
fungdes fisioldgicas e aplicacdes (ZOHURIAAN;
SHOKROLAHI, 2004). Estas
polimeros de monossacarideos unidos por ligacdes
glicosidicas, formadas a partir da eliminacdo de
uma molécula de agua entre o grupo hidroxila
hemiacetal de um residuo e um grupo hidroxila
primario ou secundario de outro residuo adjacente.
Podem ser constituidos por numeros variaveis de

moléculas sdo

residuos em uma estrutura linear, ramificada ou
ocasionalmente ciclica e sua massa molecular pode
variar de milhares a milhdes de daltons (PAZUR,
1994).

Nos organismos vivos, os polissacarideos podem
estar sozinhos ou covalentemente combinados com
outros compostos de diferentes classes biologicas,
principalmente proteinas e lipideos, constituindo os
glicoconjugados. Em combinag@o ou livres, essas
moléculas tém importantes funcgdes bioldgicas
(NELSON; COX, 2002).

Em  microrganismos, os polissacarideos
podem ser estruturais, excretados ao meio como
exopolissacarideos (EPS) ou localizarem-se no
citoplasma, exercendo a fun¢ao dereserva energética
(KRCMAR et al., 1999; NELSON; COX, 2002).
Os polissacarideos microbianos tém recebido
considerdvel atencdo devido ao seu potencial de
aplicag@o em diferentes areas industriais incluindo
cosméticos e alimentos funcionais, além de

medicamentos (BAIS et al., 2005; FRANCOIS;

ROJAS; DARAIO, 2005; METHACANON et al.,
2005; VANDAMME et al., 2002).

Nos fungos, os polissacarideos constituem um
percentual importante da biomassa, onde a parede da
hifa é formada por mais de 75% dessas moléculas,
principalmente em basidiomicetos. Além de atuarem
como um suporte para a hifa, essas macromoléculas
também podem constituir uma “capa” extracelular
ao redor do micélio (GUTIERREZ; PRIETO;
MARTINEZ, 1996).

A
polissacarideos de parede celular sdo variaveis entre

composi¢do e estrutura quimica dos
as diferentes espécies de microrganismos. Com
base nos resultados provenientes da caracterizagdo
quimica dessas macromoléculas, alguns autores
propdem a sua utilizacdo como marcadores para a
classificagdo taxonomica de fungos filamentosos,
leveduras e liquens (CARBONERO et al., 2003,
2005; GORIN; SPENCER, 1970; PESSONI et al.,

2005; TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1995).

Considerando-se o grande numero de fungos
encontrados na natureza ¢ a possibilidade de terem
em sua composicdo endo- e exopolissacarideos
com diferentes aplicacdes medicinais, estudos
estdo sendo realizados para verificar o potencial
dessas macromoléculas como antioxidantes,
antimutagénicos, anticoagulantes, antitromboticos
¢ imunomoduladores (FREIMUND et al., 2003;
CORRADI DA SILVA et al., 2006; ZHANG et al.,

2005).

Dentre  os  polissacarideos  encontrados
na parede celular fingica as glucanas sdo os
homopolissacarideos mais comuns. A maioria ¢
linear, com diferentes disposi¢des de suas ligagdes
glicosidicas, pertencentes a série alfa (o) ou beta ().
As B-glucanas sdo a forma predominante, podendo
estar livres ou associadas as proteinas, lipideos
e outros polissacarideos. A conformacdo destas
moléculas pode variar desde simples até tripla hélice,
que ¢ a forma mais comum, onde trés cadeias de
polimeros sdo agregadas por ligagdes de hidrogénio

nos oxigénios do C-2 (WILLIAMS, 1997).
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As B-(1—3)-D-glucanas encontradas em extratos
celulares de Saccharomyces cerevisiae possuem
ramificagdes em C-6 e esses terminais nao redutores
podem estar covalentemente ligados a cadeia de
quitina através de ligacdo o-(1—4) (LESAGE;
BUSSEY, 2006).

A sintese de B-glucanas em fungos envolve
varias etapas: reagdes de iniciacdo, alongamento
da cadeia e ramificacdo, das quais a mais estudada
¢ o alongamento da cadeia que envolve a reagdo
catalisada pela enzima glucana B-(1—3) sintetase
a partir de uridina difosfato-glucose (UDP-glucose)
como substrato (RUIZ-HERRERA, 1991). De
acordo com Douglas (2001), a polimerizacdo dos
acucares ¢ gradativa, sendo adicionada uma unidade
de glucose por vez, até se formar as longas cadeias.

Na parede celular de algumas leveduras,
como Candida dubliniensis, foi encontrado um
componente majoritario rico em manose associado
a uma proteina, constituindo as manoproteinas.
A esse tipo de glicoconjugado t€m sido atribuidas
habilidades
imunomoduladores e variabilidade antigénica
(LIZICAROVA et al., 2007). Moléculas de manose
podem também, ser encontradas em galactomananas,
que sdo heteropolissacarideos constituidos por

fungdes de adesdo entre células,

uma cadeia principal de manose ligada a residuos
de galactose, presentes em espécies do género
Aspergillus, como A. fumigatus e A. wentii, e
Chaetosartorya chrysella, fungos estudados em
relagio & patogenicidade humana (GOMEZ-
MIRANDA et al.,, 2004). Dependendo do grau
de ramificagdo, bem como do tamanho da cadeia
lateral, as galactomananas apresentam propriedades
fisicas e quimicas distintas, que permitem classifica-
las como uma familia de macromoléculas.

Um constituinte menor da parede celular e comum
em fungos ¢ a quitina, um homopolimero linear,
longo, formado por residuos de N-acetilglucosamina
B-(1—4) ligados. Compreende cerca de 1 a
2% da parede celular de leveduras embora seja
encontrada em maior propor¢do (10 a 20%) em

fungos filamentosos. Pontes de hidrogénio inter-
cadeia dao origem a microfibrilas de quitina. Essas
estruturas suportam grandes pressdes e, portanto,
tornam-se responsaveis pela integridade da parede
celular. Quando a sintese da quitina ¢ interrompida,
a parede celular torna-se desorganizada e a célula
fingica sofre deformacdes e instabilidade osmdtica
(BOWMANN; FREE, 2006).

A caracterizacdo quimica dos constituintes
da parede celular fingica contribuira para o
conhecimento bésico do microrganismo, para
o entendimento de suas relagbes com o meio
e a provavel utilizacdo biotecnoldgica de seus
componentes isolados.

Procedimentos gerais para purificacio e
caracterizacdo de polissacarideos de parede
celular

Visto que a biomassa fungica constitui uma
valiosa fonte de proteinas, lipideos e principalmente
de polissacarideos que apresentam intmeras
propriedades benéficas para a saide humana, animal
e vegetal, diferentes métodos sdo utilizados para o

isolamento e caracterizagao destes polissacarideos.

Primeiramente, é necessario efetuar a extrag¢do
eficiente dos polissacarideos evitando, tanto quanto
possivel, reacdes de degradagdo. Os procedimentos
mais comuns sdo as extragdes aquosas a frio, a
quente e/ ou alcalina, com NaOH ou KOH, ou até
mesmo com auxilio de enzimas especificas. Os
extratos obtidos, geralmente sdo constituidos por
uma mistura de polissacarideos (PEREZ; RIBAS,
2004).

Precedendo a caracterizagao (PAZUR, 1994),
procedimentos de purificagdo devem ser efetuados
que a composicdo monossacaridica da
macromoléculaem estudo se mantenha constante por,
pelo menos, dois métodos diferentes. Normalmente,

até

métodos cromatograficos e/ou quimicos ddo
informagdes em relacdo a pureza da preparagdo
polissacaridica (BOYER, 1993; DANISHEFSKY;

WHISTLER; BETTELHEIM, 1970).
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Considerando-se a pureza do material o primeiro
procedimento quimico para conhecer a composi¢ao
de uma fragdo rica em carboidrato ¢ fragmenta-
la, visando obter os residuos monossacaridicos
que a constitui (NELSON; COX, 2002). Esta
fragmentacdo pode de
hidrélises enzimatica ou acida. Estabelecidas as
condicOes ideais de hidrolise, a identificacdo dos
mondmeros passa a ser a etapa seguinte da analise.

ser realizada através

Os métodos cromatograficos sao os mais utilizados
e a cromatografia liquida de alta pressdao em troca
anidonica (HPAEC) tem sido, juntamente com a
cromatografia gasosa, os de preferéncia (RUAS-
MADIEDO; LOS REYES-GAVILAN, 2005).

O tipo de ligagdo glicosidica geralmente ¢
determinado apds a andlise dos acetatos de alditois
parcialmente metilados por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (cg/em) e a configuragdo
anomérica dos monossacarideos que constituem a
macromolécula por FT-IR (MOHACEK-GROSEV;
BOZAC; PUPPELS, 2001; SILVERSTEIN, 1994)
¢ RMN de "*C (GORIN, 1981; SILVA et al., 2006)
1981).

Polissacarideos de parede celular fungica:
purificacio e caracterizagao

Estudos demonstram que os polissacarideos
fungicos podem ser isolados da parede celular do
corpo de frutificagdo, do micélio, do esclerocio
(forma de resisténcia) ou entdo serem provenientes
de meios de cultivo livres de células (extracelulares)
(MONDAL et al., 2004; SILVA et al., 2006; WANG
et al., 2004).

da
parede celular do Phytophthora parasitica, um

Viérios polissacarideos foram isolados
fungo fitopatogénico. A mistura polissacaridica
foi fracionada por cromatografias sucessivas em
DEAE-celulose, Sephadex G-25, Concanavalina-A
Sepharose ¢ Sephadex G-200. Os polissacarideos
neutros consistiam de uma B-D-glucana (1—3,1—6)
cuja massa molecular ficou entre 9 x 10° a 200 x 10°

Da. Todos estes polissacarideos eram constituidos

por uma cadeia principal de residuos de glucose
B-(1—3) ligados (FABRE et al., 1984).

O principal componente encontrado no extrato
aquoso do corpo de frutificacdo de Boletus
erythropus foi uma B-glucana contendo residuos
de glucose com ligagdes (1—3), sendo substituidas
em O-6 por terminais nao redutores de —D-Glcp, na
freqiiéncia de 1:3 (CHAUVEAU et al., 1996).

Ruiz-Herrera et al. (1996) mostraram que as
composigdes monossacaridicas do micélio e da
levedura de Ustilago maydis, um hemibasidiomiceto
fitopatogénico que causa doenca em milho, sdo
distintas. Glucose (41%), galactose (32%), manose
(16%) e xilose (11%), monossacarideos encontrados
na forma micelial diferiram daqueles encontrados
na forma leveduriforme: glucose (26%), xilose
(23%), manose (23%), galactose (11%), fucose
(6%), arabinose (6%) e ribose (5%).

Prieto et al. (1997) isolaram um polissacarideo
complexo, por extracdo alcalina, da parede celular
dos fungos Trichoderma reesei, T. koningii (forma
teleomorfica) e Hypocrea psychrophila (anamorfica).
Esses fungos, encontrados no solo, t€ém grande
importancia econdmica por atuarem como agentes
de biocontrole de fungos fitopatogénicos e por
serem produtores de enzimas como as celulases.
Apds hidrolise acida do polissacarideo complexo
soltivel em agua foram detectados por cromatografia
gasosa, como acetato de alditois, os acgucares
glucose, galactose e manose. Analises de metilacao
e ressondncia magnética nuclear de carbono 13 ¢
préton uni- e bidimensional mostraram um estrutura
altamente complexa com uma cadeia principal
constituida de unidades manopiranosidicas a-(1—06)
ligadas, algumas unidades substituidas em 2 por
oligossacarideos com unidades galactofuranosidicas
alternadas com acido glucurénico ou em 3 por
unidades o manopiranosidicas.

Ahrazem et al. (1997) -caracterizaram um
polissacarideo acidico isolado da parede celular
de Cylindrocladium e de sua forma anamorfica

Calonectria, por extracdo alcalina. Os acetatos
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de alditois, galactose, glucose e manose foram
detectados por cromatografia gasosa, além da
presenca de acido urdnico. Analises de metilacdo
2,3,4,6-tetra-O-metil
glucitol e 3-5-di-O-metil galacitol, além de 5% de
2,3,4-tri-O-metil manitol, e 3,4-di-O-metil manitol.
O espectro de RMN de *C mostrou apenas dois
sinais na regido anomérica, 6 107,1 ppm e 176,2
ppm, atribuidos, respectivamente, aos residuos
B-galactofuranosidicos e carbonila, confirmando a
presenca de acido urdnico.

mostraram os derivados

Uma B-D-glucana-(1—3) solavel substituida
em C-6, em uma propor¢do de aproximadamente
30%, foi encontrada como principal componente da
extragdo alcalina da parede celular de Cryphonectria
parasitica (MOLINARO et al., 2000).

Zhang et al. (2000) extrairam uma glucana
do corpo de frutificacdio do basidiomiceto
Ganoderma lucidum. Apbs resultados das anélises
de metilagdo, oxidagdo pelo periodato, ressonancia
magnética nuclear de carbono 13 e espectroscopia
de infravermelho, a molécula foi caracterizada
como um polimero linear constituido de residuos

glucosidicos a-(1—3) ligados.

Um polissacarideo soltivel foi isolado do
extrato aquoso a quente do corpo de frutificagdo de
Agaricus blazei (Murr) por precipitagdo etandlica,
cromatografia de trdca-idbnica e cromatografia de
filtragdo em gel. As analises de metilacdo, degradacao
de Smith, hidrolise branda e espectroscopia de
RMN de "*C mostraram que o polissacarideo era
composto por uma cadeia principal de residuos
glucosidicos em ligacdo B-(1—6), substituidos em
C-3 por residuos laminaribiosidicos (DONG et al.,
2002).

O corpo de frutificagdo de Ganoderma lucidum,
tem sido usado tradicionalmente na medicina chinesa
€ em outros paises asiaticos por apresentarem efeitos
medicinais contra cancer, hipertensdo, hepatite
e hipercolesterolemia e varios polissacarideos
tém sido obtidos a partir do extrato aquoso dessa
estrutura de Ganoderma (BAO et al., 2002a).

Uma das glucanas isoladas foi caracterizada como
tendo uma cadeia principal constituida de unidades
glucopiranosidicas B-(1—3) substituidas em O-6
por uma unidade de glucose (BAO et al., 2002a;
BAO; FANG; LI, 2001). Glucanas com estrutura
quimica semelhantes também foram isoladas dos
esporos deste mesmo fungo (BAO et al., 2002b).

Domenech etal. (2002) isolaram e caracterizaram
uma galactomanana do extrato alcalino da parede
celular de trés linhagens de Verticillium fungicola,
considerado um dos patégenos mais comuns
no cultivo do cogumelo Agaricus biosporus. A
fracdo F1SS, das trés linhagens estudadas, era
constituida por manose e galactose. A analise de
metilacdo mostrou dois picos identificados como
1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-galacitol, que
correspondem a galactopiranose, ¢ 1,4,5,6-tetra-
O-acetil-2,3-di-O-metil-manitol
percentual de Manp 6-O-substituido. A massa
molecular média dos polissacarideos, determinada
por cromatografia de filtragdo em gel de Sepharose
CL-6B, ficou entre 70 a 80 kDa. Os resultados da
analise de metilacdo juntamente com espectros

e um pequeno

de RMN de H! e de!*C! sugeriram uma estrutura
formada por uma cadeia principal de unidades
manopiranosidicas o-(1—6) ligadas e substituidas
em O-4 por residuo B-D-galactopiranosidicos. Esses
resultados confirmam a semelhanga estrutural dos
polissacarideos nas diferentes linhagens e reforcam
a aplicacdo dos polissacarideos como marcadores
taxondmicos.

Ahrazem et al. (2002) caracterizaram um
polissacarideo soltivel em agua, extraida com alcali
de paredes celulares das espécies de Geotrichum spp.
(forma anamérfica), Galactomyces e Dipodascus
(formas teleomoficas). Por analise de metilagdo
e ressonancia magnética nuclear concluiram que
o polissacarideo era uma galactomanana com
cadeia principal constituida de unidades a-D-manp
1—6 e substituidas em 2 por (a-D-Galp-(1—2)-
o-D-Manp-1—). Todas as espécies
apresentaram o mesmo polissacarideo e, portanto,
concluiram tratar-se do mesmo género.

estudadas
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Uma linhagem selvagem de Poria cocos foi
cultivada, separadamente, em extrato de cevada e em
extrato fermentado de milho e denominadas de wb
e wc, respectivamente. Seis fragcdes polissacarideos
foram isoladas, seqiiencialmente, dos dois micélios
por extragdes com NaCl 0,9% (PCM1), aquosa a
quente (PCM2), NaOH 0,5M (PCM3-I e —II) e acido
formico a 88% (PCM-4-1 e —II). Glucanas extraidas
com NaOH 0,5M se separam em duas fragdes,
denominadas PCM3-Ie PCM3-I1, ap6s neutralizagao
com acido acético. As caracteristicas fisicas e
quimicas foram determinadas por espectroscopia de
IV (Infra-Vermelho), cromatografia gasosa (CG),
RMN-BC, light scattering (LS) e viscosimetria.
Os resultados indicaram que as fragdes PCM-1 ¢
PCM-2 dos cultivos em wb e wc eram constituidas
por heteropolissacarideos formados por glucose,
manose e galactose, enquanto que em PCM3-I
foram encontradas glucanas lineares com ligagdes
do tipo a-(1—3). As fracdes PCM3-II, PCM4-I e
PCM4-II eram compostas de glucanas lineares com
ligagdes do tipo B-(1—3) (JIN et al., 2003).

Jia et al. (2004) elucidaram a estrutura de um
heteropolissacarideo de peso molecular de 1,8 x 10*
Da, composto por ramnose, glucose e galactose na
propor¢ao de 1,19: 3,81: 1,00, isolado do corpo de
frutificacdo do fungo medicinal chinés Hericium
erinaceus. Suas caracteristicas estruturais foram
investigadas utilizando analise de metilacao,
hidrélise parcial, espectroscopia de infravermelho
e de RMN. Os resultados mostraram que a
cadeia principal era formada por unidades a-D-
galactopiranosidicas com ramificagdes em O-2 por
residuos de ramnose ¢ glucose.

Chakraborty (2004)
caracterizaram uma heteroglucana da extragdo
aquosa a quente (100°C, 6h) do corpo de frutificacio

et al isolaram e

do fungo comestivel Astraeus hygrometricus que
constitui micorrizas crescendo junto com as raizes
de arvores auxiliando na extracdo de nutrientes,
especialmente o fosforo do solo, e de substancias
organicas. A fra¢do soluvel do extrato aquoso foi
investigada e os resultados das analises de hidrolise

acida total, metilagdo e RMN permitiram concluir
que se tratava de uma glucana com ligagdes
glicosidicas do tipo a-(1—4) e B-(1—6).

Mondal et al. (2004) realizaram uma extracao
aquosa do corpo de frutificagdo (100°C, 6h)
um cogumelo de
grande interesse devido a suas propriedades

de Termitomyces eurhizus,

imunomoduladora e seu alto valor nutritivo. O
extrato deste microrganismo, depois de dializado
e precipitado com etanol,
purificagdo pela cromatografia de filtracdo em gel
Sephadex G-50 onde foram separadas duas fragdes
homogéneas, denominadas PS-I e PS-II. Analises
de metilacdo, oxida¢do com periodato, RMN do C
e de 'H, mostraram que o polissacarideo da fragio
PS-I era composto por unidades glucopiranosidicas

foir submetido a

unidas por ligagdes do tipo a-(1—3) e a-(1—6) na
propor¢ao de 2,5:1. PS-II também era um polimero
de glucose mas com ligagdes do tipo a-(1—06).

Uma glucana isolada do micélio de um

fungo comestivel chinés Cordyceps sinensis
de
degradacdo de Smith, acetdlise, espectroscopia de
NMR (1H, 13C, 13C-1H 2D-COSY) e hidrolise

acida total. Os resultados mostraram que cadeia

foi caracterizada por analise metilagao,

principal era composta de residuos a-(1—4)-D-
glucopiranosidicos ligados a um tnico residuo
a-(1—6)-D-glucosidicos (YALIN; CUIRONG;

YUANIJIANG, 2006).

Um endopolissacarideo foi isolado do extrato
aquoso a quente do micélio do Inonotus obliquus,
(fungo de degradacdo branca) e purificado por
cromatografia de troca idnica e de filtragdo em gel.
Apoés caracterizagdo, o polissacarideo mostrou-
se constituido por residuos de fucose, glucose e
manose e massa molecular de aproximadamente 1 x
10° Da. Verificou-se que esse endopolissacarideo ¢é
um ativador especifico de células B e de macrofagos.
Os resultados in vivo e in vitro comprovaram
que a atividade antitumoral ndo se deve ao efeito
tumoricida e sim ao efeito imunomodulador (KIM
et al., 2006).
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Umpolissacarideoinsoluvelemaguafoiisoladoda
extragdo alcalina (NaOH) do micélio de Penicillium
chrysogenum. O peso molecular desse polimero,
180 KDa, foi determinado por cromatografia de
permeacdo em gel. Apos hidrolise acida total e
analise dos derivados acetilados por cromatografia
liquido-gasosa (GLC) foram encontrados os agticares
glucose, manose e galactose nas proporc¢des 98,7:
0,6: 0,7. O espectro de FT-IR apresentou picos de
absorc¢io em 929, 846 ¢ 820 cm™! caracteristicos de
glucanas com ligagdes do tipo a-(1—3). O espectro
de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
apresentou 6 sinais de intensidades semelhantes.
Os deslocamentos quimicos em 101,20 ppm e
83,66 ppm foram atribuidos ao carbono anomérico
dos residuos de glucose e ao C-3-O-substituido,
respectivamente (WANG et al., 2007).

Atividades bioldgicas dos polissacarideos de
parede celular flingica

Os biopolimeros, de maneira geral, tém sido
objetos de pesquisas devido ao seu potencial de
aplicag@o. Estudos realizados com os polissacarideos
da parede celular fingica demonstram que essas
moléculas apresentam uma variedade de respostas
biologicas de defesa, mas sua aplicagdo terapéutica
parece estar relacionada com a estrutura quimica
e a conformacdo espacial de cada macromolécula,
sendo que pequenas diferengas estruturais entre
polimeros resultam em caracteristicas peculiares
para novas aplicacdes biotecnoldgicas (SILVA et
al., 2006).

Diferentes fungdes biologicas desses polimeros
foram analisadas, como hipoglicemiantes, anti-
tromboticas, antibidticas, atividades anti-tumorais
e anti-virais, atuagdo na diminui¢do da pressdo
arterial e na concentracdo de lipidios sanguineos,
na inibicdo da acdo inflamatoria e microbiana
(ALQUINI et al., 2004; HWANG et al., 2003;
ZHANG et al.,, 2000, 2007). Estudos com os
basidiomicetos Agaricus blazei e Lentinus edodes,
utilizados na medicina popular japonesa e chinesa

para prevencdo e tratamento de doengas, mostraram
que essas atividades poderiam estar ligadas aos
polissacarideos presentes nestes fungos (CHEN;
SHAO; SU, 2004; DELMANTO et al., 2001; LIMA
etal., 2001).

As sdo os polissacarideos mais
estudados em relacdo a atividade biologica. Essas
moléculas, principalmente do tipo B-(1—3) e/ou
B-(1—3; 1—6), sdo capazes de ativar células do
sistema imunolégico humano, como macréfagos,
neutréfilos e células NK (natural killer), para a
secrecdo de citocinas (interleucinas, interferon
e fator necrosante tumoral) que sdo substincias

glucanas

que atuam como sinais quimicos nos processos de
diferenciagdo, proliferagdo e apoptose celulares,
contribuindo para a manuten¢do da homeostase no
organismo (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000;
HABIJANIC et al., 2001).

Muitos medicamentos utilizados em neoplasias
apresentam como efeito colateral uma agfo
imunossupressora, que pode acarretar em infecgdo
e septicemia. Devido a capacidade das B-glucanas
em estimular o sistema imunologico, elas podem ser
utilizadas como adjuvantes desses quimioterdpicos
no tratamento de pacientes imunocomprometidos
(BOHN; BeMILLER, 1995; LEE et al.,, 2001;
LEUNG et al., 2006; SUGAWARA et al., 2004;
ZHANG et al., 2005).

Além das glucanas, outros polisssacarideos de
parede também estdo sendo investigados com o
intuito de determinar suas atividades biologicas.

DeacordocomZhangetal.(2007), manoglucanas,
obtidas da
biomassa de basidiomicetos, tais como Ganoderma
lucidum, Grifola frondosa e diferentes espécies do

galactomananas, e glucomananas,

género Pleurotus, como P. cittinopileatus, também

podem apresentar atividades antitumorais ou

imunomoduladoras.

Martinichen-Herrero et al. (2005) isolaram
e caracterizaram uma galactomanana do liquen
Cladonia ibitipocae e a modificaram quimicamente
pela inser¢do de grupamentos sulfato, num processo
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denominado sulfatacdo; os polissacarideos original e
modificado apresentaram atividades anticoagulante
e antitrombotica
realizados em ratos, com os resultados mais positivos
relacionados a molécula sulfatada.

distintas em experimentos

Trabalhos realizados por Krizkova et al. (2001),
investigaram glucomananas isoladas de Candida
utilis ¢ mananas de Saccharomyces cerevisiae
e Candida albicans Eles observaram que essas
moléculas apresentavam atividade antimutagénica,
pois eram capazes de reduzir danos oxidativos
ao DNA de cloroplastos do flagelado Fuglena
gracilis, e que esta acdo poderia estar relacionada
a caracteristica das moléculas em seqiiestrar
radicais livres, demonstrando também que esses
polissacarideos possuem atividade antioxidante.

Além das fungdes bioldgicas destacadas acima,
¢ importante também ressaltar que dependendo das
caracteristicas quimicas que esses biopolimeros
apresentemcomo, porexemplo,ograudesolubilidade
em solucdes aquosas, ¢ possivel também a sua
utilizacdo nos mais diversos segmentos industriais,
como industrias de alimentos, cosméticos, etc
(METHACANON et al., 2005; SHAH et al., 2000;
SUTHERLAND, 1998; WANG et al., 2004;).
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