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CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGY APPLICATIONS OF FUNGAL GLUCANS. This article gives
an overview of exopolysaccharides produced by fungi. The structural characterization of -D-(1—3) and B-D-(1—3, 1—6)- glucans
is discussed focusing on different chemical and physical procedures. The industrial applications are also considered mainly from

the point of view of human health.
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INTRODUCAO

Os biopolimeros tém sido objeto de intensa pesquisa, tendo em
vista seu elevado potencial de aplicacdo em diferentes setores'. Os
polissacarideos de origem microbiana além de apresentarem pro-
priedades similares ou superiores aos tradicionais (de origem ve-
getal e algas marinhas) sdo, muitas vezes, capazes de formar solu-
¢des viscosas. Alguns deles também formam géis em meio aquo-
so, mesmo em baixas concentragdes e, em alguns casos, esses
polimeros sao utilizados como substratos para desenvolvimento de
novos produtos, por ex., apés uma derivatizacdo quimica’. A pro-
dugdo de exopolissacarideos (EPS) microbianos ndo se encontra
exposta as alteragdes climdticas, a contaminac¢do marinha ou a pro-
blemas nas colheitas, que prejudicam a oferta e alteram o custo de
produgdo das gomas tradicionais®. Sdo, ainda, menos susceptiveis
a variabilidade em suas propriedades quimicas e fisicas, mantendo
o padrdo de qualidade, pois sua producdo pode ser controlada cui-
dadosamente; além disso, sua recuperagdo e purificagdao apresen-
tam dificuldades menores, comparadas aos vegetais, como tam-
bém hd técnicas de genética molecular que permitem obter
polissacarideos microbianos com propriedades especificas, as quais
ainda ndo sdo possiveis* nos vegetais.

Virios EPS microbianos ja sdo aceitos como produtos
biotecnoldgicos e, embora apresentem muitas vantagens, 0 custo
de producdo para a maioria deles ainda € relativamente alto quan-
do comparado aqueles obtidos de vegetais e algas marinhas, devi-
do aos processos de produgdo, intensivos investimentos em capital
e energia. Assim, existem poucos microrganismos que produzem
EPS com rendimentos satisfatérios para desenvolvimento em es-
cala industrial e, conseqiientemente, sua exploragdo comercial ainda
¢é baixa. Entretanto, para alguns polimeros, a relagdo custo/benefi-
cio justifica a producdo, por possuirem propriedades quimicas e
fisicas tnicas ou superiores as dos polissacarideos tradicionais®,
como por ex., a alta viscosidade, o maior poder geleificante, a com-
patibilidade com uma grande variedade de sais em ampla faixa de
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pH e temperatura, a estabilidade em elevadas concentra¢des i0nicas,
a alta solubilidade em dgua e, também, a agdo sinérgica com ou-
tros polissacarideos’.

Todas estas propriedades sdo diretamente dependentes das ca-
racteristicas quimicas, fisicas e estruturais de cada polimero, como
massa molecular (nimero de unidades por molécula), configura-
¢do anomérica (o ou ), conformagéo (linear, ramificada, helicoi-
dal, agregagdo entre cadeias), presenca de grupamentos (carboxila,
entre outros), tipo e grau de substituicdo dos mondmeros, posi¢cao
das ligacdes glicosidicas entre os residuos, entre outras. Desta for-
ma, a caracterizacdo quimica dos polimeros € necessdria para o
direcionamento de suas aplicagdes industriais®!’.

Os polissacarideos fungicos, tanto pertencentes a parede celu-
lar como os extracelulares, t€m sido investigados por apresenta-
rem uma variedade de respostas bioldgicas de defesa, tais como
atividade antitumoral, antiinflamatéria e imuno-moduladora'. A
aplicagdo terapéutica parece depender da estrutura quimica e da
conformagdo espacial de cada macromolécula, sendo que peque-
nas diferencas estruturais de cada polimero resultam em caracte-
risticas peculiares para novas aplicagdes biotecnoldgicas'?.

POLISSACARIDEOS E EXOPOLISSACARIDEOS

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em
todos os organismos vivos, constituindo um grupo de compostos
dos mais abundantes e importantes da biosfera como, por ex., celu-
lose e amido nas plantas'® e glicogénio nos animais.

Estes polimeros sdo constituidos de unidades monossacaridicas
unidas por ligagdes glicosidicas diferindo entre si na unidade e no
grau de ramificacdo destas, no tipo de ligagdes que as unem e no
comprimento de suas cadeias, apresentando diferentes composi-
¢oes e funcdes, sendo classificados como homopolimeros ou
heteropolimeros®. Os homopolissacarideos possuem um tnico tipo
de unidade monomérica, como ex. amido e glicogénio, os quais
servem como forma de armazenamento de glucose, e celulose e
quitina que atuam como elementos estruturais das paredes das cé-
lulas vegetais e de exoesqueletos de animais, respectivamente. Os
heteropolissacarideos contém duas ou mais unidades monoméricas
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diferentes, como os peptidoglicanos, que fazem parte da camada
rigida da parede celular das células bacterianas e fornecem um
suporte extracelular para os organismos de todos os reinos natu-
rais. O dcido hialurdnico constitui um outro exemplo que confere
resisténcia e flexibilidade as cartilagens e tenddes. Existem
polissacarideos associados a proteinas, os proteoglicanos, que pos-
suem propriedades lubrificantes e promovem alta viscosidade a
algumas secre¢des extracelulares e glicoproteinas, que
correspondem a proteina conjugada a oligossacarideos ou
polissacarideos de baixa massa molecular'*.

Os microrganismos (algas, bactérias e fungos), assim como as
plantas, produzem diferentes polissacarideos com diversas e im-
portantes aplicagdes biotecnoldgicas. As algas produzem o dgar,
usado como agente geleificante. Esses polissacarideos tém sido
usados para modificar a viscosidade de fluidos, estabilizar suspen-
sdes, flocular particulas, encapsular materiais e produzir emulsoes®.
Sdo, ainda, empregados como agentes de troca idnica, filtros
moleculares e agentes de recuperacdo de dleos'.

Os exopolissacarideos sdo definidos como polissacarideos
extracelulares, produzidos por alguns fungos e bactérias®. De-
pendendo do sistema microbiano, alguns exopolissacarideos for-
mam cdpsulas ao redor da célula tornando-se parte da parede ce-
lular, enquanto outros formam limos fora da parede celular e tém
habilidade para se difundirem dentro da fase liquida durante o
processo de fermentacdo. Como resultado da produgdo do
exopolissacarideo, a viscosidade e a reologia da fermentag¢do po-
dem produzir mudancas no meio de cultivo, comegando como
um fluido Newtoniano de baixa viscosidade e finalizando como
um fluido ndo-Newtoniano de elevada viscosidade. Os microrga-
nismos que produzem grandes quantidades de limo tém maior
potencial para comercializag@o, considerando ser um processo
mais simples!® a recuperacdo dos exopolissacarideos do meio de
fermentagao.

No ambiente natural em que os microrganismos sdo encontra-
dos, tais polimeros podem estar associados a viruléncia, como no
caso de plantas ou patégenos animais, a interacio planta-micror-
ganismo, a protecdo da célula microbiana contra dessecacio ou,
ainda, ao ataque por bacteriéfagos e protozodrios®.

A maioria dos polissacarideos produzidos responde diretamente
aos fatores ambientais. Para alguns microrganismos, a fonte de
carbono determina a quantidade de polissacarideo formado, bem
como a qualidade do produto sintetizado®.

A manipulacio da composi¢do do EPS por modifica¢do no meio
de cultivo € um mecanismo possivel pelo qual as propriedades do
polimero podem ser alteradas para aplica¢@o final. Trabalhos ex-
perimentais sobre este assunto ainda sdo limitados, mas indicam
que, embora nio seja possivel alterar a estrutura ou a composicio
da unidade bésica repetitiva do polissacarideo, ¢ possivel mudar o
grau de substituicdo da unidade repetitiva por vdrios grupos, bem
como o grau de polimerizagao'®!”.

FUNGOS PRODUTORES DE GLUCANAS

Fungos sdo organismos heterotréficos (decompositores de ma-
téria organica ou parasitas) que crescem rapidamente e formam
filamentos celulares microscépicos denominados hifas, cujo con-
junto constitui uma espécie de tecido préprio dos fungos, o micélio,
responsével por todas as fungdes vegetativas do organismo'®. A
obtencgdo de alimento efetua-se por absorcio através das paredes
das células, sendo que os elementos nutritivos devem estar na for-
ma de solug@o. O micélio segrega enzimas especiais que atuam
sobre as substancias, ligiiefazendo-as, como € o caso dos fungos
ligninoliticos. Em outras situa¢des, o micélio emite 6rgdos chama-
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dos haustdrios, que penetram no tecido dos organismos hospedei-
ros, absorvendo o alimento".

Com base em critérios quimiotaxondmicos, estes microrganis-
mos sdo classificados como oomicetos, zigomicetos,
basidiomicetos, ascomicetos e deuteromicetos, incluindo espécies
parasitas, saprofitas e simbiontes. Algumas espécies de fungos sido
bastante conhecidas por causarem doengas nas plantas’®; entretan-
to, por vezes, as substancias que produzem podem ter aplicacdes
médicas. E o caso dos fungos do género Penicillium, que sdo pro-
dutores de antibidticos; da cravagem do centeio, Claviceps purpurea,
que contém varios alcaldides, entre eles ergonovina e ergotamina,
que atuam como vasoconstritores® e dos produtores de B-glucanas,
Botryosphaeria rhodina, Sclerotium glucanicum, entre varios ou-
tros, com ampla aplicagdo comercial e farmacéutica’.

Os polissacarideos constituem uma importante percentagem
da biomassa flingica; a parede da hifa, por ex., contém mais de
75% deste tipo de biomolécula. Além de atuarem como elemento
de suporte para as hifas, alguns polissacarideos constituem uma
capa extracelular ao redor do micélio, proporcionando um suporte
para adesdo das enzimas excretadas e participando na degradacgio
da lignina, como uma fonte indireta de perdxido de hidrogénio'.
As glucanas também podem contribuir para manter o pH 6timo
para as enzimas ligninoliticas, além de impedirem a desidratacio
das hifas e de regularem a concentrag¢do de glucose extracelular.
Essas moléculas ficam parcialmente dissolvidas no meio de culti-
vo quando o fungo cresce em meio liquido®.

O fungo ligninolitico mais estudado, Phanerochaete
chrysosporium, geralmente degrada apenas lignina em culturas na
fase estaciondria, formando uma capa polissacaridica. Entretanto,
alguns mutantes degradam lignina quando cultivados em meio li-
quido e, diferentemente da linhagem selvagem, produzem o
exopolissacarideo sob estas condi¢des. A adi¢do de uma glucanase
especifica ao cultivo interrompe a degradagdo da lignina, sugerin-
do que o EPS produzido pelo fungo pode desempenhar um papel
importante no processo de biodegradacdo da macromolécula®'.

A producdo de EPS por fungos do género Pleurotus tem sido
descrita em diferentes condic¢des de cultivo®. O fungo Phlebia
radiata, um degradador ativo da madeira, produz quantidades sig-
nificativas de lacases e peroxidases ligninoliticas e, também, um
polissacarideo extracelular cuja estrutura quimica foi determinada
por Krcmar e colaboradores®.

Outros fungos produtores de glucanas extracelulares, também
denominadas de exoglucanas, sdo mostrados na Tabela 1 com suas
respectivas ligagdes glicosidicas.

CARACTERIZACAO QUIMICA DAS GLUCANAS
FUNGICAS

Vdrios sdo os registros na literatura sobre interpretagdes estru-
turais diferentes de um mesmo exopolissacarideo produzido por
um microrganismo. Segundo Seviour e colaboradores® a explica-
¢d0 para essa variagdo estrutural seria a produ¢do de mais de um
exopolissacarideo pelo mesmo microrganismo. Essa suposi¢do
parece correta, principalmente, pelo fato de um nimero muito pe-
queno de polimeros ter sido previamente purificado, levando, na
maior parte das vezes, a determinagdo erronea da estrutura. Por-
tanto, para investigar as propriedades e reacdes dessas moléculas ¢é
necessdrio primeiro isold-las e purificd-las até a homogeneidade.

Segundo Pazur® os procedimentos de purificacdo devem ser
efetuados até que a composicdo da macromolécula em estudo se
mantenha constante por dois métodos diferentes. O comportamen-
to das glucanas na filtracdo em gel ou em troca-idnica propicia
informacdes acerca da pureza da preparagdo polissacaridica. Nes-
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Tabela 1. Fungos produtores de glucanas e suas respectivas ligacdes
glicosidicas

Microrganismos Ligagdo Glicosidica
Alternaria solani** B(1—-3)
Amanita muscaria® o(1—=3)
Aspergillus nidulans® o(1-3)

Aureobasidium pullulans*-? o(1-4;1-6)

Botryosphaeria rhodina’ B(1-3;1-6)
Botryosphaeria sp.* B(1—-3;1-6)
Botrytis cinerea® B(1—-3;1-6)
Claviceps purpurea® B(1—-3)
Epicoccum nigrum® B(1—-3;1-6)
Microdochium nivale® B(1—4)
Paecylomycees lilacinus™ B(1-3)
Pestalotia sp.* B(1—-3;1-6)
Phanerochaete chrysosporium* B(1—-3;1-6)
Phytophthora parasitica® B(1—-3;1-6)
Phlebia radiata® B(1—-3;1-6)
Phoma herbarum’ B(1—-3;1-6)
Pleurotus tuber-regium B (1-3;1-6)
Poria cocos® B(1-3) e a(1—>3)
Schizophyllum commune® B(1—-3;1-6)

Sclerotium glucanicum™*! B(1—-3;1-6)
Tremella menseterica® o(1—4;1-6)

se procedimento, a preparagdo € passada através de uma coluna de
gel ou troca-idnica e os eluatos sdo analisados para carboidratos. A
simetria no pico de elui¢do € indicativo de homogeneidade®.

A primeira medida a ser tomada a respeito da andlise estrutural
de um polissacarideo é conhecer os residuos monossacaridicos que
o constituem'*. Os polimeros possuem velocidades de hidrdlise di-
ferentes, que variam de acordo com o tamanho do anel
hemiacetdlico, a conformacdo dos monossacarideos, configuracio
anomérica e natureza das ligagdes glicosidicas, presenca de gru-
pos funcionais na molécula, intensidade das interacdes intra e
intermoleculares e outras®*?!. Para obten¢do de condigdes ideais
para hidrdlise parcial ou total, é necessdrio efetuar-se curvas de
hidrélise, através das quais sdo estabelecidos fatores como con-
centracdo do dcido na solugdo, temperatura e tempo. Esses cuida-
dos asseguram que um maior nimero de liga¢des glicosidicas se-
jam rompidas, evitando a degradacdo dos monossacarideos libera-
dos pela hidrélise, a partir do polissacarideo. A andlise do
hidrolisado € geralmente efetuada por cromatografia e a selecio
do método a ser usado depende do equipamento disponivel no la-
boratério’.

Para determinar a posicdo da ligacdo glicosidica, um dos mé-
todos mais utilizados é a metilagdo®. Esta técnica pode fornecer
uma indicagdo do grau de polimerizagdo do polissacarideo, a par-
tir da determinag¢do quantitativa dos éteres metilicos de
monossacarideos’. Ha varios métodos de metilagido de agucares,
que se baseiam nos trabalhos pioneiros elaborados por Denham e
Woodhouse e por Haworth*. O procedimento padrdo usado por
esses autores consistia no tratamento do polimero com NaOH e
sulfato de dimetila. Embora ndo exista um método satisfatério para
se obter uma metilagdo completa de todos os grupos hidroxilas
livres de carbonos vicinais, o0 método de Hakomori € considerado
eficaz na metilacdo de glucanas neutras soldveis em
dimetilsulféxido. Resultados satisfatérios sdo, geralmente, alcan-
cados pela execugdo do experimento por duas ou trés vezes®*2, Com
a introducio de microtécnicas para metilagdo e subseqiiente andli-
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se dos produtos de hidrdlise por cromatografia liquida — gasosa e
espectrometria de massa, a utilidade do método tem sido ainda
mais valorizada.

A degradacdo de Smith, outra técnica util na determinagdo da
estrutura dos polimeros, consiste na redu¢do com boroidreto de
sodio dos grupos aldeidicos formados na oxidacao do polissacarideo
com o periodato, seguida da hidrélise acida total e/ou parcial. Os
produtos resultantes desta degradagdo formam a mistura de polidis
e glicoaldeidos, provenientes das unidades oxidadas pelo periodato,
e de actcares livres, quando o polissacarideo contém unidades re-
sistentes a oxidagdo®!*. Esses resultados confirmam aqueles obti-
dos pela metilacdo.

Embora a metilag@o seja considerada um dos principais méto-
dos para estudar a estrutura dos carboidratos, ndo € capaz de pro-
porcionar informagdo adequada a respeito da configuracdo
anomérica e do arranjo espacial das vdrias unidades monos-
sacaridicas. A ressondncia magnética de niucleo tem sido utilizada,
com sucesso, na determinacdo da estrutura. Esta técnica baseia-se
na observagdo de que nicleos magnéticos tais como 'H, ®C, *'P e
N podem absorver energia em freqiiéncias caracteristicas, quan-
do colocados em um campo magnético forte. A freqiiéncia de res-
sonancia de um nucleo particular, expressa como deslocamento
quimico (), € sensivel ao ambiente quimico da molécula, tornan-
do o RMN uma técnica valiosissima para estudos estruturais*#*.
Cada molécula tem um espectro de RMN caracteristico que pode
ser usado como uma impressdo digital (“fingerprint”) da mesma.
Uma outra grande vantagem desta técnica € seu cardter ndo
destrutivo, tornando-a uma das primeiras técnicas escolhidas para
caracterizagdo estrutural.

Outra andlise espectroscépica também utilizada para estudo de
glucanas € o infravermelho que, mesmo fornecendo espectros com-
plexos, é usualmente aplicado a identificagdo de caracteristicas
estruturais especificas, como a configuracdo das ligacdes
glicosidicas, a presencga de dcido urdnico, através do sinal caracte-
ristico da carboxila e, até mesmo, a presenga de proteina®!?,

Algumas glucanas, para terem suas estruturas completamente
elucidadas, necessitam de reacdes adicionais tais como acetdlise,
que é um método complementar da hidrélise 4cida®. Em geral, os
fragmentos de oligossacarideos obtidos na acetdlise de um
polissacarideo contendo diferentes tipos de ligacdes glicosidicas
sdo diferentes dos obtidos na hidrélise acida parcial deste mesmo
polimero. Isto porque ligagdes glicosidicas mais vulnerdveis na
acetdlise sdo muitas vezes mais resistentes a hidrolise acida, como
por ex. a ligagdo 1—6.

Geralmente, diante desse conjunto de andlises realizado com
todo critério cientifico, € possivel determinar a estrutura quimica
dos exopolissacarideos.

DESCRICAO DAS PRINCIPAIS GLUCANAS FUNGICAS

Glucanas s@o polimeros de glucose amplamente distribuidos
na natureza e classificadas conforme o tipo de ligagdo glicosidica
[0, B] da cadeia principal. Nos fungos, estas moléculas participam
como componentes menores do citossol, da parede celular e como
polissacarideos excretados ao meio®.

Sao poucos os registros sobre o-glucanas fungicas na literatu-
ra. Um exemplo € aquela produzida pelo Tremella mesenterica,
que contém liga¢des do tipo o-(1—4) e (1—6) na propor¢ao de 2:1
e ¢ estruturalmente muito semelhante a pululana (Figura 1-I), uma
a-glucana produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans, mais
estudada até o momento**”*. Com base nos resultados da andlise
por infravermelho e oxidacdo pelo periodato, sugeriu-se que a
pululana seja uma o-glucana constituida de subunidades repetitivas
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Figura 1. Formulas estruturais das glucanas. I. Pululana [o-(1—4)(1—6)-
glucana]; 11. escleroglucana [B-(1—3)(1—6)-glucana], substituida por
unidades glucosidicas com freqiiéncia variada; IIl. botriosferana [p-
(1—-3)(1—6)-glucana], substituida por unidades glucosidicas e/ou
gentiobiosidicas a cada cinco unidades da cadeia principal

de maltotriose e um pequeno nimero de unidades de maltotetraose
unidas por ligacdes (1—6). Alguns autores acreditam que a pro-
porcdo de ligacdes o-(1—4) e (1—-6) possa variar em funcio da
linhagem fiingica estudada, embora tais variacdes nem sempre ocor-
ram ap0s purificagdo. A pululana ndo € o tnico polissacarideo pro-
duzido por este fungo*, porém é o de maior interesse industrial
(com cerca de mais de 150 patentes para sua produg@o e uso), ape-
sar dos problemas encontrados durante a producdo, como a eleva-
da viscosidade do meio de cultivo, presenca de melanina e ocor-
réncia de pululandlise®*.

Zhang e colaboradores® extrairam uma glucana do corpo de
frutificagdo do basidiomiceto Ganoderma lucidum. Apds resulta-
dos das andlises de metilagdo, oxidagdo pelo periodato, ressonan-
cia magnética nuclear de carbono 13 e espectroscopia de
infravermelho, a molécula foi caracterizada como um polimero li-
near constituido de residuos glucosidicos o-(1—3) ligados. Deri-
vados sulfatados desta molécula tém apresentado atividade
antitumor contra o carcinoma de Ehrlich.

As B-glucanas sdo a forma predominante encontrada em fun-
gos®. Na parede celular dos fungos, estes polimeros estdo normal-
mente ligados a proteina, lipideos e outros carboidratos, tais como
manana. A funglo especifica da glucana na fisiologia do fungo néo
estd completamente esclarecida; entretanto, considera-se que sua
principal fungdo estrutural seja auxiliar na manutencdo da rigidez
e integridade da parede celular®. Tem sido sugerido que as glucanas
extracelulares dos fungos ligninoliticos desempenham um impor-
tante papel na degradacdo de lignina, como fonte indireta de
peréxido de hidrogénio®. Outra participacido deste exopolis-
sacarideo no metabolismo do fungo, em particular daqueles que
degradam a madeira, seria a de atuar como um suporte para adsorcio
das enzimas excretadas e, finalmente, acredita-se que o
exopolissacarideo protegeria a hifa da desidratagdo, bem como re-
gularia a concentragdo de glucose extracelular®.

A escleroglucana (Figura 1-II), pertencente ao grupo das f3-
glucanas, € produzida por vdrias espécies de fungos do género

Quim. Nova

Sclerotium®'®. A cadeia principal é composta por unidades de
glucose B-(1—3), as quais as unidades glucosidicas B-(1—6) po-
dem estar ligadas regular ou randomicamente, com freqiiéncias
diferentes'”. Grandes variagdes no grau de ramificacdo podem ser
observadas, o que afeta a solubilidade da molécula®. Na esclero-
glucana derivada de Schizophyllum commune, posteriormente de-
nominada esquizofilana (massa molecular entre 1,3 x 10° a 6,0 x
10° Da), as ramifica¢des estdo distribuidas regularmente a cada trés
unidades da cadeia principal. A escleroglucana obtida do Sclerotium
glucanicum tem menor massa molecular, aproximadamente 18 x
10° Da, com substituintes glucopiranosidicos a cada cinco ou seis
unidades da cadeia principal e, neste caso, ¢ um polissacarideo
solivel que gera solug()es altamente viscosas com as moléculas
poliméricas, adaptando-se a conformacdo em tripla-hélice®.

O fungo Pestalotia sp. 815, quando cultivado em meio conten-
do glucose, produz um exopolissacarideo constituido por unidades
glucosidicas. Esta glucana, designada de pestalotana, apresentou
[a],® -0,1° (c 0,5, NaOH 1M) e massa molecular aproximada de 2
x 10°Da. Estudos quimicos e enzimadticos indicaram que a
pestalotana tem estrutura muito ramificada, contendo uma cadeia
principal constituida de residuos glucopiranosidicos B-(1—3) li-
gados e sustituidos em C-6 por glucose, em trés de cada cinco
unidades da cadeia principal e, em menor propor¢do, por residuos
gentiobiosidicos®.

Uma glucana insolivel em dgua (G-A), com rotagdo Optica
especifica de +12,8" (c. 0,4, NaOH 1M), foi obtida a partir do ex-
trato alcalino do corpo de frutificacdo do fungo Ganoderma
Jjaponicum. A G-A mostrou-se homogénea nas andlises de filtragdo
em gel, eletroforese e ultracentrifuga¢do. A massa molecular e o
grau de polimerizacdo foram, respectivamente, estimados em 82 x
10° Da e 330. As andlises de espectroscopia de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de préton, juntamente com 0s re-
sultados da oxidacd@o por tridxido de cromo, indicaram que as liga-
¢Oes glicosidicas apresentavam a configuragdo B. A partir dos re-
sultados encontrados nas andlises de metilacdo, oxidagdo pelo
periodato, degradagdo de Smith e hidrélise dcida parcial, os auto-
res concluiram que a G-A é composta de uma cadeia principal cons-
tituida por unidades glucopiranosidicas B-(1—3) ligadas e com
substituicdo em C-6 por grupos [-D-glucopiranosidicos possuin-
do, em média, uma substituicio a cada 30 residuos da cadeia prin-
cipal®.

Virios polissacarideos t€ém sido obtidos a partir do extrato aquo-
so do corpo de frutificagdo do fungo Ganoderma lucidum™®. Uma
das glucanas isoladas foi caracterizada como tendo uma cadeia
principal constituida de unidades glucopiranosidicas 3-(1—3) subs-
tituidas em O-6 por uma unidade de glucose®'. Glucanas com es-
trutura quimica semelhantes também foram isoladas dos esporos
deste mesmo fungo. Mais recentemente, Bao e colaboradores®
purificaram e caracterizaram uma B-D-glucana complexa consti-
tuida de uma cadeia principal (1—6) substituida em C-3 e C-4 por
unidades glucosidicas na forma de mono-, di- e trissacarideos. A
estrutura quimica desta molécula foi determinada apds experimen-
tos de caracterizacdo da glucana nativa e de seus fragmentos
oligossacaridicos obtidos por hidrélise e acetdlise parciais.

Sone e colaboradores (apud ref. 53) isolaram B-D-glucanas so-
Idveis e insoldveis em dgua, além de dois heteropolissacarideos a
partir do corpo de frutificacdo do fungo Auricularia auricula-judae.
Foi demonstrado, através de técnicas de metilagdo e degradacdo de
Smith, que a glucana soltivel em dgua consistia de uma cadeia prin-
cipal de unidades glucopiranosidicas B-(1—3) substituidas em C-6
por unidades B-D-glucopiranosidicas, em uma propor¢ao aproxi-
mada de 30%. A B-D-glucana, insoldvel em dgua, apresentou es-
trutura semelhante, mas com maior grau de ramificagdo.



Vol. 29, No. 1

Um polissacarideo soldvel em dlcali, obtido do corpo de
frutificacdo de Pleurotus tuber-regium eluiu como um Unico pico
por cromatografia de filtracdo em gel, indicando homogeneidade e
apresentou massa molecular de 4,3 x 10° Da. Os resultados obtidos
por hidrélise 4cida total, oxidacdo pelo periodato, degradacdo de
Smith, metilagdo, infravermelho e RMN BC indicaram tratar-se de
uma glucana com cadeia principal constituida de residuos
glucopiranosidicos B-(1—3) substituidos em C-6, a cada trés uni-
dades da cadeia principal, por uma unidade de glucose®.

Um polissacarideo fingico extracelular, denominado
epiglucana, sintetizado por trés diferentes linhagens do Epicoccum
nigrum foi caracterizado como uma B-D-glucana (1—3, 1—6). Ané-
lises de metilagdo, RMN "C e digestdo enzimatica mostraram le-
ves variacdes na frequéncia das ramificagdes entre os polimeros
produzidos pelas trés linhagens examinadas. A cadeia principal -
(1—>3) apresentou ramificacdes em C-6 numa freqiiéncia maior
que as glucanas homdlogas, escleroglucana e esquizofilana, en-
contradas nos fungos Sclerotium spp e Schizophyllum commune,
respectivamente?®.

Polissacarideos extracelulares produzidos por cultivo submerso
a partir de diferentes espécies de Pleurotus apresentaram composi-
¢éo e estrutura semelhantes®. A principal fra¢do, que correspondia
a mais de 80% de todos os polissacarideos, foi investigada em de-
talhes. A baixa solubilidade da molécula foi atribuida a elevada
massa molecular e para sua caracterizaciio, um procedimento es-
pecial de dissolucdo e didlise foi elaborado. A andlise de metilagido
mostrou tratar-se de uma B-D-glucana (1—3) com aproximada-
mente 25% das unidades ramificadas em C-6. Estes resultados fo-
ram confirmados pela intensidade dos sinais de C-3 e C-0, livre e
substituido, no espectro de RMN "*C. Estudos adicionais de degra-
dagdo de Smith e acetdlise indicaram que as cadeias laterais liga-
das em C-6 eram constituidas de uma unidade de glucose ligada a
cada duas ou trés unidades da cadeia principal®'.

A andlise do material extracelular produzido pelo fungo Phlebia
radiata revelou a presencga de glucose (62%), galactose (16%),
manose (13%), xilose (4%) e fucose (5%), juntamente com prote-
ina. A purificacdo deste material pela tripsina rendeu um
exopolissacarideo rico em glucose. Andlises de metilagdo e RMN
13C identificaram o EPS como uma B-D-glucana (1—3) altamente
ramificada em C-6%.

Uma exoglucana insolivel em agua foi isolada do meio de cul-
tivo do fungo Microdochium nivale. O espectro na regido do
infravermelho apresentou um pico em 890 cm, indicando a confi-
guragdo (3 do polimero. Os resultados dos experimentos de metilagdo
mostraram tratar-se de um polimero linear constituido por unida-
des de glucose 1—4 ligadas. Este resultado foi confirmado pela
digestdo do polissacarideo com celulase, uma vez que somente
glucose foi liberada. Este foi o primeiro registro de um fungo pro-
dutor de celulose como um polissacarideo extracelular®.

O fungo filamentoso Phoma herbarum foi isolado do solo da
Antdrtica continental e avaliado como produtor de EPS. Os resul-
tados foram positivos e a maior quantidade de EPS (13,6 g/L) foi
alcancada quando sorbitol foi utilizado como fonte de carbono e
NaNO, como fonte de nitrogénio. O polissacarideo foi purificado
por precipitacdo em etanol e filtracdo em gel e caracterizado como
um homopolimero de glucose com massa molecular de 7,4 x 10°
Da; a andlise estrutural efetuada por metilacdo e degradacdo
enzimdtica (B-1,3 glucosidase) indicou a presenga de ligagdes -
(1-3) e B(1—06)".

Virios polissacarideos foram isolados da parede celular do
Phytophthora parasitica, um fungo fitopatogénico. A mistura
polissacaridica foi fracionada por cromatografias sucessivas em
DEAE-celulose, Sephadex G-25, Concanavalina-A Sepharose e
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Sephadex G-200. Os polissacarideos neutros consistiam de uma 3-
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. Eles
diferiam pela presenca das cadeias laterais consistindo de D-glucose
e D-laminaribiose para os polimeros de menor massa molar, e
laminaritriose para aqueles de maior massa molar?.

Um polissacarideo insolivel em dgua foi obtido do extrato al-
calino do corpo de frutificagdo do fungo Amanita muscaria. Por
cromatografia de filtragdo em gel em Toyopear] HW-65F o materi-
al foi eluido como um pico simétrico e sua massa molecular esti-
mada em cerca de 42 x 10° Da. A andlise por cromatografia gasosa
dos derivados acetilados, provenientes da hidrélise dcida, mostrou
principalmente glucose, com pequenas quantidades de manose. O
polissacarideo foi completamente metilado e os resultados mos-
traram apenas dois derivados identificados como 2,4,6-tri-O-metil-
D-glucose e tragos de 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucose. O sinal en-
contrado em 99,62 ppm no espectro de RMN BC foi atribuido aos
atomos do carbono anomérico de unidades a-D-glucopiranosidicas
(1—3) substituidas®.

Bes e colaboradores® detectaram no meio de cultivo do
Phanerochaete chrysosporium um polissacarideo que, apds sepa-
racdo da massa micelial por centrifugacdo, didlise e precipitagdo
em etanol, se mostrou solivel em dgua. Estudos quimicos e
espectroscopicos confirmaram ser um polimero constituido por uma
cadeia principal de unidades de glucose B-(1—3) substituidas em
C-6 por unidades glucopiranosidicas.

Uma glucana microparticulada insoldvel em dgua foi isolada
da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae. Por
cromatografia liquida de exclusdo molecular o polimero apresen-
tou massa molecular média de 3,53 x 10° Da, polidispersividade de
1,12, viscosidade intrinsica de 0,366 dL/g e, aproximadamente,
196 unidades de glucose por cadeia. A espectroscopia de RMN *C
da glucana mostrou seis sinais em 102,60 (C-1), 85,98 (C-3), 76,14
(C-5), 72,59 (C-2), 68,23 (C-4) e 60,71 (C-6) ppm. Estes desloca-
mentos concordam com aqueles previamente registrados para ou-
tras B-glucanas (1—3) e os assinalamentos foram confirmados por
RMN 2D pelos espectros COSY ¢ HETCOR*,

Osaku e colaboradores® monitoraram a producgdo de
exopolissacarideos a partir do fungo Thelephora terrestris. Os
exopolissacarideos foram preparados por precipitacdo em etanol e
fracionados em dois componentes usando-se cromatografia em co-
luna de DEAE-Sepharose. A fracdo neutra, refracionada em
Sepharose CL-6B, resultou em trés picos denominados de NeP1,
NeP2 e NeP3. A fragdo NeP1 mostrou ser um heteropolimero, en-
quanto NeP2 e NeP3 foram caracterizadas como uma glucana f3-
(1—6) semelhante a pustulana e uma glucana B-(1—3), respecti-
vamente.

Recentemente, foram realizados estudos dos efeitos do meio
de cultivo nas caracteristicas quimicas e fisicas dos
exopolissacarideos produzidos pelo micélio de Poria cocos, obten-
do-se cinco fragdes polissacaridicas. As caracteristicas quimicas e
fisicas foram determinadas por espectroscopia de infravermelho,
RMN "C, cromatografia gasosa dos derivados metilados, determi-
nagdo da massa molar por cromatografia de exclusdo molecular e
estudos viscosimétricos. Trés fracdes foram caracterizadas como
heteropolimeros compostos, principalmente, por o-D-glucose,
manose e galactose. As outras fragdes eram compostas exclusiva-
mente por glucose, sendo uma constituida por a-D-glucana (1—3)
e a outra por B-D-glucana (1—3), mas ambas lineares®.

Um exopolissacarideo, denominado botriosferana (Figura 1-
III), produzido pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria sp, foi re-
centemente caracterizado. Esse metabdlito foi obtido por precipi-
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tacdo etanolica, purificado por cromatografia de filtracao em gel e
submetido a hidrdlise 4cida para determinagdo de seus constituin-
tes monossacaridicos. Os resultados das andlises por cromatografia
de troca-idnica de alta pressdo revelaram 98% de glucose. Os es-
pectros de infravermelho e RMN *C mostraram que todas as liga-
¢oes glicosidicas apresentavam configuracdo . Os resultados das
andlises de metilagdo e degradagdo de Smith indicaram que a
botriosferana ¢ uma glucana B-D-(1—3) com cerca de 22% de ra-
mificagdes em C-6. Apds hidrélise dcida parcial, foi demonstrado
que as ramificacdes consistem de residuos glucopiranosidicos e
gentiobiosidicos unidos a cadeia principal por ligacdes glicosidicas
B-D-(1—6), presentes a cada cinco residuos da cadeia principal®.

APLICACAO DAS GLUCANAS FUNGICAS

Virios exopolissacarideos produzidos por fungos ainda ndo
foram adequadamente explorados e poucos tém sido produzidos
em escala industrial. Muitos destes biopolimeros apresentam pro-
priedades reolégicas que sdo valiosas para emprego industrial. Entre
os polissacarideos flingicos com aplicacdo comercial podem ser
citados o escleroglucana e a pululana®'*.

Os EPS microbianos sdo mais conhecidos por suas proprieda-
des espessantes, geleificantes e emulsificantes; porém, outra pos-
sibilidade de aplicagdo destes biopolimeros ¢ na saide humana.
Vidrias pesquisas sobre polissacarideos flingicos tém se concentra-
do em aplicéd-los como agentes antitumorais®’>%. Os polissacarideos
que apresentam esta atividade sdo glucanas intimamente relacio-
nadas a estrutura da escleroglucana®. Alguns polissacarideos ricos
em L-fucose também podem apresentar aplicagdo na drea médica,
como por ex., impedindo a coloniza¢do do pulmio por células
tumorais (efeito anticancerigeno). Podem ainda ser utilizados no
controle da formacdo de leucécitos (efeito antiinflamatdrio), no
tratamento da artrite reumatdide, na sintese de antigenos para pro-
dugdo de anticorpos (imunizagdo), no efeito protetor contra danos
oxidativos no DNA®, na intera¢do com lipoproteinas de baixa den-
sidade por meio de forgas de van der Waals, que resulta na elimi-
nagdo da fragdo lipidica do compartimento sanguineo**' e em cos-
méticos como agentes de hidratacdo da pele®.

A pululana, uma o-glucana produzida pelo fungo
Aureobasidium pullulans, € resistente ao d6leo e daf sua aplicagdo
em pocos de petréleo. Este EPS forma filmes soliveis em dgua
com baixa permeabilidade ao oxigénio, sendo utilizado para reves-
tir alimentos pois retém o sabor e a aparéncia. Solugdes deste EPS
podem também ser usadas para formar coberturas, sem odor e sa-
bor, sobre materiais alimenticios. A aplica¢do da pululana e de
seus derivados tem sido proposta e patenteada, principalmente pe-
los japoneses que a comparam aos polimeros sintéticos de dlcool
polivinilico nas propriedades de transparéncia, brilho, maciez e
elasticidade'. A pululana é um bom adesivo e pode ser usada na
preparacdo de algumas fibras, como um componente de sistemas
aquosos bifédsicos, como padrdes de massa molecular de baixa dis-
persao para calibrar HPLC. Uma nova particularidade do uso da
pululana é como pré-bidtico para promover seletivamente o cresci-
mento de Bifidobacterium spp no intestino humano, seguindo sua
incorporagio sobre alimentos de dieta especializada'®.

Entre os polissacarideos biologicamente ativos, as D-glucanas
tipo B-(1-3) e B-(1—3; 1-6) revelaram-se compostos potentes,
sendo efetivos contra tumores autélogos tanto quanto alogenéicos
e singenéicos. Lentinana e esquizofilana, duas glucanas flingicas
B-(1—3; 1—6), tornaram-se clinicamente relevantes como
imunoadjuvantes na terapia contra o cancer, no Japdo. Estas
glucanas, ndo citotéxicas, supostamente expressam seu efeito
antitumor por estimulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro.

Quim. Nova

Acredita-se que a agdo acontega, principalmente, pela ativa¢do das
células T “helper”, células natural “killer” e macréfagos citotoxicos
tanto quanto por um aumento nas células T citot6xicas®®. Estu-
dos recentes mostram que as glucanas 3-(1—3) modulam o siste-
ma imunoldégico pela ativacdo dos macréfagos através da ligacdo
do polimero a receptores especificos destas células®®. Esta ativi-
dade antitumor parece estar relacionada a estrutura quimica da ca-
deia principal da glucana na forma de hélice triplice, a freqiiéncia
e complexidade das cadeias laterais e a sua massa molecular®. Por-
tanto, decifrar as caracteristicas estruturais destes polimeros € um
pré-requisito essencial para entender como as glucanas flngicas
sdo reconhecidas pelo sistema imune®’’2.

A atividade antitumoral das solugdes de pestalotana, do poliol
de pestalotana (preparado por degradacio de Smith da glucana na-
tiva) e do poliol submetido a tratamento ultra-sénico para obten-
¢do das moléculas despolimerizadas foi testada em tumores
alogenéicos e singenéicos (Sarcoma 180 e carcinoma de Erlich)
em linhagens apropriadas de camundongos. Em todas as situacdes
estudadas verificou-se que a melhor atividade estava relacionada
ao poliol de pestalotana desagregado por ultra-som, que foi obtido
de solugdo menos viscosa®. Uma glucana semelhante obtida de
Cordyceps ophioglossoides (CO-1) inibiu fortemente o desenvol-
vimento do tumor Sarcoma 180; o poliol derivado de CO-1, tam-
bém preparado por degradacdo de Smith, mostrou-se ainda mais
potente na mesma dosagem, provavelmente devido a maior solubi-
lidade da molécula em dgua™.

O maior obstdculo da utilizacdo clinica das B-glucanas € a fal-
ta relativa de solubilidade em meio aquoso. Segundo Williams e
colaboradores™, B-D-glucanas (1—3) isoladas da parede celular
da levedura Saccharomyces cerevisiae como microparticulas inso-
Idveis (1-2 wm) nio induzem nenhuma toxicidade quando admi-
nistradas intralesdo ou topicamente, porém o uso sistémico
(intravenoso) da forma microparticulada estd associado com
hepatoesplenomegalia, formagdo de granulomas, microembolia e
aumento da sensibilidade as endotoxinas. Um dos primeiros pro-
cedimentos empregados para solubilizagdo destas moléculas
microparticuladas foi a sulfatagdo da glucana de Saccharomyces
cerevisiae. O objetivo primdrio foi aumentar a polaridade da molé-
cula aumentando, conseqiientemente, sua solubilidade em 4gua e
preservando a acdo imunobioldgica. Este objetivo foi alcancado,
considerando-se que as glucanas sulfatadas exerceram potente ati-
vidade antimicrobiana e antineoplasica e, particularmente, um efeito
inibitério™ contra o virus causador da imunodeficéncia humana
(HIV).

O corpo de frutificacdo de Ganoderma lucidum, denominado
“Lingzhi” na China e “Rheishi” no Japdo, tem sido usado tradicio-
nalmente na medicina chinesa e em outros paises asidticos™. Seus
efeitos médicos contra céncer, hipertensdo, hepatite e hiper-
colesterolemia foram demonstrados por estudos farmacoldgicos nas
ultimas duas ou trés décadas. Este fungo tem atraido considerdvel
atencdo, particularmente, devido aos polissacarideos isolados do
corpo de frutificacdo, micélio e esporos®*2, por apresentarem ati-
vidade antitumoral e hipoglicémica®. A modificagdo destas
glucanas por reagdes de sulfatagdo gerou derivados com agido
antiviral’, cujo mecanismo de agdo, embora ndo completamente
esclarecido, acredita-se ser proveniente de uma interacio entre o
polissacarideo carregado negativamente, pela presenca dos grupos
sulfatos, com a por¢do de uma protefna do envelope viral, carrega-
da positivamente.

Um produto solivel em dgua obtido pela carboximetilagdo de
uma glucana B-(1—3), linear, extraida do fungo Amanita muscaria
mostrou potente atividade antitumoral contra Sarcoma 180, enquan-
to uma outra glucana obtida de forma semelhante deixou de apre-
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sentar atividade quando extensivamente carboximetilada®.

Sasaki e Takasuka (apud ref. 2) relataram que a lentinana, uma
glucana B-(1—3) com ramificacdo em C-6, somente apresentou ati-
vidade antitumoral apés ter sido hidrolisada parcialmente para ob-
tengdo de um polimero menor (1,6 x 10* Da), enquanto a esquizofilana
e grifolana apresentaram atividade antitumoral™ apenas com massas
moleculares superiores a 1 x 10* Da.

Portanto, verifica-se que a massa molecular, a conformagio e a
modificacdo quimica dos polissacarideos afetam as agdes
antitumoral e imunomodulatéria®. Assim, um entendimento bési-
co da estrutura secundaria do polissacarideo € essencial para uma
interpretagdo bem sucedida da atividade bioldgica.

Geralmente, tem sido aceito que glucanas B-D-(1—3) com es-
trutura ordenada constituida por uma cadeia flexivel e com confor-
magdo em hélice tripla t€m elevada atividade antitumoral™. Entre-
tanto, existem alguns polissacarideos com estruturas quimicas di-
ferentes que apresentam esta mesma atividade, tais como hetero -
glucanas, heteroglucanas, o-glucanas e o-glucana-proteinas’.

A descoberta de que moléculas purificadas, estruturalmente
semelhantes quando analisadas por RMN C e metilagéo, apre-
sentavam acdo antitumoral diferente levou os autores a suspeita-
rem da possibilidade de classes especificas da massa molecular.
Para verificar esta hipdtese, o estudo da polidispersividade por
cromatografia de exclusdo molecular, bem como a viscosidade das
solucdes passaram a ser analisados™®, abrindo-se campo para a
investigacdo fisico-quimica dos polissacarideos e mais uma refe-
réncia para compreensio dos resultados da atividade bioldgica.

CONSIDERACOES GERAIS

De acordo com os dados relatados nesta revisdo, observou-se
que a purificacio e caracterizagdo quimica das diversas glucanas
tém evidenciado propriedades peculiares, responsdveis pelo seu
potencial de aplica¢do industrial.

Embora a aplica¢do das B-glucanas como agente antitumoral
depare-se com a baixa solubilidade destas moléculas em dgua,
limitando a eficiéncia farmacoldgica, estdo sendo realizados es-
tudos sobre modificagdes quimicas, o que se acredita, levard a
bons resultados para estas e novas aplicagdes. Ainda, de acordo
com Giese e colaboradores®!, o desenvolvimento de pesquisas so-
bre a obtengdo de polissacaridases ird vencer as barreiras deter-
minadas pela insolubilidade dos polimeros, gerando moléculas
de pequena massa molecular, soliveis, e que preservem a ativi-
dade bioldgica.
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