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CHEMICAL CHARACTERIZATION AND CYTOTOXIC ACTIVITY OF THE HETEROPOLYSACHARIDE FROM Colletotrichum
gloeosporioides BIOMASS. Colletotrichum gloeosporioides biomass was submitted to ethanolic extraction (78 °C, 12 h) to remove
low molecular weight compounds followed by hot aqueous extraction (100 °C, 4 h, 4x) to obtain polysaccharides. Consecutive
freezing/thawing treatments of the aqueous extract yielded a soluble fraction in cold water that was separated on five components
(P, to Py) by gel exclusion chromatography on Sepharose CL-6B. The P, was homogeneous on HPSEC/RID, with apparent My, of
2.8 x 10*g mol!, Mw/Mn 1.17, 100% of total sugar. The P,, was composed by galactose (61%), glucose (34%) and mannose (5%).
'H and C NMR analysis mono- and two-dimensional, homo- (COSY) and heteronuclear (HSQC and HMBC) showed that P, is
a heteropolysacharide with a main chain constituted by B-D-galactofuranosidic units (1—35) and (1—6) linked with some of the
B-D-galactofuranosidic (1—6) units substituted in O-3 by o-D-glucopiranosidic residues. Cytotoxic assays (MTT) indicated that
the viability of CHO-K1 cells, when exposed to different heteropolysaccharide concentrations, did not show significant differences
when compared to the viability of the negative control (CN), in the experimental times of 24 and 48 hours. These results suggest the
possibility of new cytotoxic assays in other normal cell lines as well as in tumor cells.
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Artigo

INTRODUCAO

Grande parte dos carboidratos identificados na natureza estd sob
a forma de polissacarideos, que sdo polimeros com padrdo de massa
molar varidvel entre médio (10* g mol”) a alto (10° g mol™!). 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 ramificaco das cadeias.' Polissacarideos microbianos se
destacam por apresentar facilidades na sua obtencao. A possibilidade de
cultivos sem a interferéncia de condig¢des climdticas e o uso de espaco
fisico relativamente pequeno tornam esses biopolimeros atraentes para
aplicacdo. Pelo controle de pardmetros como pH, temperatura, taxa de
aeragdo, velocidade de agitacdo, tempo de fermentag@o e composicio
do meio de cultivo, os polissacarideos microbianos acabam apresen-
tando menos heterogeneidade em suas propriedades fisico-quimicas.?

Entre esses micro-organismos destacam-se os fungos por dispo-
nibilizarem a inddstria uma série de produtos com diferentes valores
biotecnoldgicos.** O grande nimero de espécies fingicas encontradas
nos biomas contribui para esse fato. Eles podem produzir dcidos or-
ganicos, enzimas, reguladores do crescimento de plantas, alcaloides,
pigmentos, toxinas, antibiéticos e polissacarideos.”* Essas moléculas
podem ser isoladas da biomassa e/ou da mistura de metabdlitos
secretados pelo fungo.

Nos ultimos vinte anos, os polissacarideos fungicos tém se
tornado alvo de pesquisas por apresentarem diferentes aplicacdes
farmacoldgicas, como glucanas na inibigdo da replicagéo de virus’
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e estimuladoras do sistema imunolégico,'? heteropolissacarideos de
manose e arabinose como antioxidante'' e fucomanogalactanas como
anti-inflamatério."

O fungo Colletotrichum gloeosporioides pertence ao grupo dos
ascomicetos e atua como patégeno em vdrias espécies de plantas.'®
Embora Park e colaboradores'* tenham isolado e descrito a pro-
priedade dispersante de um exopolissacarideo produzido por esse
micro-organismo, a maior parte dos estudos referentes ao fungo esta
relacionada a sua fitopatologia, ndo havendo na literatura nenhum
relato sobre a composi¢do quimica dos polissacarideos presentes
na biomassa do C. gloeosporioides. Considerando que essas ma-
cromoléculas constituem mais de 90% da parede celular, isola-las,
purifica-las e determinar as suas estruturas quimicas podera contribuir
ndo somente com as pesquisas que visam ao combate do fitopatégeno,
mas também auxiliar na descoberta de novos agentes farmacoldgicos,
que possam apresentar acdes imunomoduladora, anti-coagulante,
anti-inflamatdria, entre outras.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Os principais reagentes utilizados na pesquisa foram de grau
analitico. Na cromatografia de filtracdo em gel a pressdo normal,
utilizou-se o gel Sepharose CL-6B (Pharmacia Biotech). Os padrdes
de dextrana (Leuconostoc mesenteroides) utilizados no HPSEC/RID
foram adquiridos da SIGMA.
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Métodos analiticos

Acitcares totais foram determinados pelo método do fenol-dcido
sulfiirico’ e a glucose foi utilizada como padréo. As proteinas foram
determinadas pelo método de Bradford'® e soro albumina bovina foi
utilizada como padrao.

Manutenc¢iao do micro-organismo

O fungo Colletotrichum gloeosporioides, isolado da Mimosa
pudica, foi cedido pela Prof. Dra. Adriana Knob (UNICENTRO
- Guarapuava, PR) e identificado pelo Prof. Dr. André Rodrigues
(UNESP - Rio Claro, SP). O fungo foi mantido em meio BDA
(batata-dextrose-dgar) inclinado, a 4 °C, com repiques trimestrais.

Cultivo do micro-organismo e isolamento da biomassa fiingica

O C. gloeosporioides foi cultivado segundo Dominato.'” Os cul-
tivos foram interrompidos utilizando um sistema de filtragdo a vacuo
para separagdo da biomassa, que foi lavada, com dgua destilada, para
remog¢do do meio de cultivo e dos residuos metabdlicos secretados
pelo micro-organismo, garantindo que nenhum agticar residual, do
processo de fermentac@o, contaminasse o material de estudo. Esse
procedimento foi efetuado até que a dgua de lavagem resultasse
negativa para o teste do fenol-dcido sulfirico.'> Apés este processo
a biomassa foi liofilizada.

Extracio dos polissacarideos

A biomassa liofilizada (53 g) foi macerada e submetida a dois
diferentes procedimentos extrativos sequenciais, como mostrado pelo
fluxograma abaixo (Figura 1).
Purificacio dos polissacarideos do extrato aquoso
Fracionamento dos polissacarideos por tratamentos consecutivos

de congelamento e descongelamento
O extrato aquoso (E,,o.c) foi congelado e, entdo, descongelado
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a temperatura ambiente. Este processo resultou em uma fragdo
solivel e outra insoldvel, separadas por centrifugacdo (4 °C, 30
min, 4800 x g). Na fragdo insolivel foi adicionada dgua destilada e,
novamente, ambas as fracdes solivel e insolivel foram congeladas
e depois descongeladas a temperatura ambiente. Este processo foi
repetido diversas vezes, até que as fragdes soliveis ndo apresentas-
sem precipitados durante o descongelamento. As fragdes aquosas
contendo os polissacarideos soltiveis foram precipitadas pela adi¢cao
de dlcool etilico na propor¢do de 1 volume da fraciio aquosa para 3
volumes de etanol. O precipitado etandlico, apds remocao do dlcool
e solubilizagdo em agua, foi dialisado (em tubos de 12.000 MWCO)
contra dgua corrente por 24 h. Apds este periodo a fragdo retida no
tubo de didlise, denominada PEy; o c, foi liofilizada e pesada (2,23 g).
Dessa fragdo, foram retiradas aliquotas para dosagens de acticar
total e proteina, determinacio da composi¢do monossacaridica apds
hidrdlise 4cida total e verificagdo do grau de homogeneidade por
cromatografia de permeagao em gel.

Cromatografia de filtra¢do em gel Sepharose CL-6B

A fracdo PE,,q foi purificada por cromatografia de filtragcdo
em gel a pressdo normal. O gel selecionado e as condic¢des da
andlise foram semelhantes ao trabalho efetuado por Alexandre e
colaboradores.'®

Andlise da homogeneidade e da massa molecular aparente por
HPSEC/RID

A homogeneidade dos polissacarideos foi determinada por
cromatografia de permeacdo em gel em cromatdégrafo liquido de
alta pressdo da marca SHIMADZU, com detector de indice de
refragdo diferencial modelo RID 10A, usando quatro colunas de gel
permeacdo da marca WATERS, com limites de exclusdo de 7 x 109,
4 x 105 8 x 10* e 5 x 10°Da, dispostas em série. As condi¢des da
andlise foram: total de material aplicado 200 ug em 200 puL; fluxo
de 0,6 mL min' a 37 °C; eluente: NaNO, 0,1 mol L' contendo
azida sédica 0,03%. A determinag¢ido das massas moleculares
aparentes foi realizada utilizando-se uma curva de calibragdo com
padrdes de dextrana com massas moleculares variando de 9,4 x 10?
26,3 x 10°Da.

| Biomassa C. gloeosporioides

Extragio com alcool etilico em extrator de Soxhlet
1z da biomassa para cada 20 mL de dleool etilico (12 h, 1x)

| Ext. Etanolico (Epyom) |

Residuo (R;¢)

Extragio aquosa sob-refluxo
1z de resideo paracada 20 mL de H;0 (4h, 4x)

Residuo (Ra¢)

Ext. Aquoso (Emoc)

1 volume da fragio Congelamento/Descongzlamento
Sobrenadante etanolico aguosa solivel precipitada
em 3 volumes da stanol |
v I Fragdo solavel | | Fragio insolivel ‘
PPt Etanolico do
Ext. Aquoso
Cromatografia de filtragio Hiiorvepalicsacavid
(PEmo-c) em gel Sepharose CL-6B i

Figura 1. Fluxograma dos procedimentos para obtengdo dos polissacarideos fiingicos
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Andlise de monossacarideos por HPAEC/PAD

Para andlise dos monossacarideos, aliquotas de 50 ug de agu-
cares totais, de cada fragdo, foram hidrolisadas com TFA 4 mol L',
100 °C, por 6 h. O 4cido foi removido em evaporador rotativo, a
baixa pressao, e solubilizado em dgua deionizada. Fracdes contendo
cerca de 1 pg de agticares totais em 25 uL de dgua deionizada foram
injetadas em HPAEC (Dionex DX500) equipado com um detector de
amperometria pulsada (PAD). Os agucares neutros foram separados
isocraticamente, usando uma coluna analitica CarboPac PA1 equipada
com guarda coluna PA1, ao fluxo de I mL min. As condi¢des de
elui¢do foram produzidas utilizando H,O deionizada (eluente 1) e 7%
NaOH 200 mmol L' (eluente 2), resultando em uma fase mével de
NaOH 14 mmol L', com corridas de 25 min de duragio.

Andlise dos espectros de RMN de 'H e °C

Os espectros de RMN de 'H e '*C foram obtidos em espectrd-
metro Bruker, modelo Avance-DRX-400. O heteropolissacarideo foi
solubilizado em dgua deuterada 99%, em tubos de 5 mm de didmetro
e mantidos a 30 °C durante a andlise. Os deslocamentos quimicos
foram expressos em & (ppm) relativos aos sinais de *C e 'H da ace-
tona deuterada em & 30,2 e 2,224, respectivamente. Os experimentos
de ressonancia magnética nuclear bidimensionais foram realizados
usando um software Bruker e incluiram as correla¢des homonuclear
'H/'H (COSY) e heteronucleares HSQC (heteronuclear single quan-
tum coherence) e HMBC (heteronuclear multiple bond correlation).

Teste biolégico: atividade citotéxica

A linhagem celular usada neste estudo foi a CHO-K1 (Células de
Ovirio de Hamster Chinés). As células foram cultivadas em 10 mL de
DMEM/F10 suplementada com 10% de soro bovino fetal em frascos
de 25 cm? e mantidas em incubadora sem CO, a 37 °C.

Preparo das amostras para o teste de toxicidade

Para o teste a fragdo P, foi diluida em tampdo fosfato-salino
(PBS) na concentracdo de 1 mg mL"' e colocada em agitagdo cons-
tante overnight, em ambiente climatizado a 24 +2 °C. Para melhorar
a homogeneidade, a amostra foi submetida ao banho de ultrassom
por um periodo de uma hora e, em seguida, centrifugada (5 min,
5000 rpm). O sobrenadante foi esterilizado, em fluxo laminar, utili-
zando filtro de seringa estéril com porosidade de 0,22 um. Para obter
a concentracdo efetiva de agicar no material que transp0s o filtro,
uma aliquota do filtrado foi quantificada pelo método do fenol-acido
sulfirico.' A partir desta informago, diferentes concentragdes do Py,
(25,50, 100, 200 e 400 pg mL") foram preparadas a partir da solugio
filtrada estéril e usadas para os testes de toxicidade.

Protocolo de exposicdo e ensaio de citotoxicidade

O potencial citotéxico das diferentes concentragdes foi avaliado
pelo método de redugdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de acordo com Mosmann."” As
células foram semeadas numa placa transparente de 96 pogos na
densidade inicial de 2,0 x 10° células por poco. As células foram
incubadas com PBS e meio de cultura (1:1), controle negativo (CN)
ou com diferentes concentragdes da amostra (25, 50, 100, 200 e
400 pg mL") e meio de cultura (1:1), pelos tempos experimentais
de 24 e 48 h. Um controle positivo (CP) também foi preparado na
concentragdo de 1% de Triton-X.

Ap6s a finalizagdo dos tempos experimentais (24 e 48 h), o
sobrenadante das culturas foi cuidadosamente removido, e entdo,
adicionado em cada pogo 200 uL. do MTT (0,5 mg mL"! de meio de
cultura). As células foram incubadas novamente por mais 4 h. Apds
esse perfodo, o sobrenadante resultante foi removido e 200 pL de
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DMSO foram adicionados. A absorbancia correspondente foi de-
terminada a 540 nm em leitor de microplacas. A absorbancia obtida
para o controle negativo foi considerada como 100% de viabilidade
celular (VC). A VC das outras amostras foi determinada pela seguinte
formula: VCE = [(AE - AB) / (ACN - AB)] x 100 onde: VCE = via-
bilidade celular das células expostas ao material; AE = Absorbancia
encontrada para células expostas ao material; ACN = Absorbancia
encontrada para as células do controle negativo; AB = Absorbancia
encontrada para o branco (pogo apenas com DMSO).

Andlises estatisticas

Os resultados foram comparados por andlise paramétrica de
varidncia (ANOVA), utilizando o método Student-Newman-Keuls
ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, de acordo com a dis-
tribui¢do dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia).
Valores de p <0,05 foram considerados significativos e os resultados
foram expressos em média + SE (desvio padrio).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cultivo do micro-organismo e obtencao da biomassa

Para a obten¢ao dos polissacarideos, os cultivos foram realizados
de acordo com Dominato'” e as condi¢des utilizadas foram as que
apresentaram maior rendimento de biomassa. Para este trabalho foram
realizados 6 cultivos do C. gloeosporioides rendendo 53 gramas de
biomassa com cor acinzentada, como podem ser vistos na Figura 1SD.

Extracio dos polissacarideos

Os processos de extragdo dos polissacarideos da biomassa
seguiram procedimentos ja descritos na literatura.'®*?! A primeira
extragdo efetuada com dlcool etilico, removeu 16% de compostos
hidrofébicos e de pequena massa molecular, como oligossacarideos
livres, gerando um residuo de 45 gramas, que apés maceracio foi
submetido a extragdo aquosa a quente (4x), procedimento capaz de
isolar polissacarideos da parede celular como: B-glucanas, galactanas
e mananas.'>!$2>2¢ Os extratos aquosos foram reunidos e congelados
(Epo.c)- No descongelamento surgiu um precipitado, que se manteve
insolivel a temperatura ambiente. Dessa forma esse procedimento foi
repetido até que nenhum precipitado se formasse no descongelamen-
to; essa € uma técnica simples para separar polissacarideos lineares
dos ramificados. Segundo Ruthes,” polissacarideos lineares ou com
porcentagens menores de ramificacido sao normalmente encontrados
na fragdo insolivel, enquanto os mais ramificados sdo encontrados
na fracdo solivel de um extrato aquoso.

A fracdo soluvel foi precipitada com dlcool etilico na propor¢do
de 1:3 e apds didlise e liofilizagdo pesou 2,23 g (PE,.c). As quan-
tificacdes de actcar total e proteinas para PE,;,,  resultaram em 94
e 6%, respectivamente, e a hidrélise dcida mostrou que a fragdo ¢
constituida de 41% de glucose, propor¢des semelhantes de galactose
(26%) e manose (25%), além de um pequeno percentual de ramnose
(8%). A cromatografia de permeag@o em gel acoplada a um detector
de indice refracdo (HPSEC/RID) apresentou 3 picos, indicando a
presenca de 3 ou mais polissacarideos (Figura 2A) que se separaram,
provavelmente, de acordo com a massa molecular. Essa andlise &
fundamental para indicar os caminhos futuros da investigagao, uma
vez que a caracteriza¢@o quimica solicita um material homogéneo.

Purificacio dos polissacarideos

Considerando a diferenca da massa molecular o procedimento
escolhido para obter um material homogéneo foi a cromatografia
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de filtracdo em gel Sepharose CL-6B, a pressdo normal. O perfil
grifico do experimento (Figura 2B) mostrou a presencga de 5 pi-
cos, denominados P, a Py. A andlise de aliquotas de cada pico por
HPSEC/RID (Figura 2C) sinalizou que apenas Py, e P, apresentaram
comportamento de macromoléculas homogéneas e a auséncia de
proteinas pelo método de Bradford'® indicou que essas fragdes sdo
constituidas unicamente de carboidratos.

Para conhecer a composi¢do monossacaridica das fragdes con-
sideradas puras aliquotas de P,, e P, foram separadas, hidrolisadas
e analisadas por HPAEC/PAD e os resultados sdo mostrados na
Tabela 1.

Dos polissacarideos obtidos no extrato aquoso do C. gloeospo-
rioides, Py, indica estar puro para experimentos de caracteriza¢ao
quimica bem como em quantidade suficiente para os testes de ativi-
dade bioldgica. A massa molar aparente da fragdo P, foi estimada em
2,8 x 10*g mol, a partir da compara¢do com uma curva de calibragdo
com padrdes de dextrana. O valor do indice de polidispersividade
(Mw/Mn) de 1,17 indica um polimero pouco polidisperso. A compo-
sicdo monossacaridica de P}, (Tabela 1) revela que 95% da molécula
¢é composta por galactose e glucose, podendo a manose (5%) fazer
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parte da estrutura polimérica ou ser o elo entre o polissacarideo e as
proteinas (ou glicoproteinas) presentes na parede celular.?

Caracterizacio quimica do heteropolissacarideo (P,,) por
RMN

Andlises de ressoniincia magnética nuclear de 'H e *C mono
e bidimensionais foram realizadas para caracterizar a estrutura de
Pyy. O espectro de 'H (Figura 3A) mostrou trés sinais anoméricos
intensos em 5,39, 5,25 e 5,04 ppm. 'H anoméricos com menor in-
tensidade também foram observados. No espectro de RMN de *C
(Figura 3B) foram encontrados trés sinais mais intensos em 108,3,
107,4 e 99,8 ppm e outros menos intensos entre 103,0 a 98,7 ppm.
De acordo com a literatura e os valores de deslocamentos quimicos,
os sinais em & 108,3 e 107,4 ppm correspondem a unidades 3-D-
galactofuranosidicas 15 e 1—6 substituidas, respectivamente,”’ e
99,8 ppm foi atribuido as unidades ¢-D-glucopiranosidicas.?

De acordo com o espectro de RMN de *C-DEPT (Figura 3C), as
unidades B-D-galactofuranosidicas 1—6 substituidas apresentam um
sinal intenso, invertido, em 69,8 ppm correspondendo ao C-6 envolvido
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Figura 2. (A) Perfil de elui¢do por HPSEC/RID do PE,,,. (B) Cromatografia de filtragdo em gel Sepharose CL-6B do PE,,... Vol. coluna: 173 mL, Material
aplicado: 8 mg; Fluxo: 1,0 mL/min; Vol. fracdo: 2,5 mL. (C) Perfil de elui¢cdo por HPSEC/RID das fragées obtidas na coluna Sepharose CL-6B a partir do PE,,,

Tabela 1. Composicdo percentual relativa dos monossacarideos apds hidrélise dcida da fra¢do solivel do extrato aquoso (PEy, ) e das fracdes homogéneas

(P,y e Py) provenientes da cromatografia de filtracao em gel Sepharose CL-6B do fungo C. gloeosporioides

Fragoes Composi¢do percentual relativa dos monossacarideos Quantidade de
1 b
Fucose Ramnose Galactose Glucose Manose material (mg)
PE0.c Tragos® 8 26 41 25 2230,0
Py - - 61 34 5 140,0
Py 2 - 56 30 12 53,0

“tragos < 1%. valores determinados pelo método do fenol-dcido sulfirico."
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na ligagdo glicosidica. As unidades B-D-galactofuranosidicas envol-
vidas em ligagdo 1—5 mostram o C-6 livre, também invertido, em
60,8 ppm. O outro sinal invertido no DEPT, referente ao carbono
primdrio das unidades o-D-glucopiranosidicas, C-6, pode ser visto
em 61,5 ppm. Segundo a literatura muitos polissacarideos da pare-
de celular fingica, soliveis em dgua, sdo constituidos por cadeias
[-galactofuranosidicas de diferentes comprimentos e tipos de liga-
¢d0,2» com ramificacoes de glucose.

A partir do espectro bidimensional heteronuclear HSQC
(Figura 2S) foram correlacionados os 'H anoméricos 5,04 e 5,25
ppm aos seus respectivos carbonos anoméricos 108,3 e 107,4 ppm
das unidades B-D-galactofuranosidicas 1—35 e 1—6, substituidas e
o sinal 5,39 ppm ao 99,8 ppm das unidades o-D-glucopiranosidicas.

Do espectro bidimensional homonuclear COSY foi correla-
cionado o sinal de H-1 (5,25 ppm) aos respectivos H-2 (4,16 ppm)
(Figura 3SA) e H-3 (3,71 ppm) (Figura 3SB) das unidades
B-D-galactofuranosidicas ligadas em 6. Com essas atribui¢des, os
deslocamentos quimicos para C-2 (81,8 ppm) e C-3 (80,3 ppm),
da mesma unidade, puderam ser obtidos no HSQC (Figura 2S).
No estudo do espectro HMBC foi possivel correlacionar o C-3
dessa unidade (80,3 ppm) ao H-1 da unidade glucopiranosidica
(5,39 ppm), sugerindo substitui¢do em O-3 por a-D-glucopiranose
(Figura 3SC). Deve-se observar a auséncia de um sinal préximo
a 88 ppm, caracteristico de unidades galactofuranosidicas 2-O
substituidas, indicando que esse tipo de substituicio, comum em
polissacarideos e oligossacarideos de parede celular de fungos,
inexiste nessa estrutura.?'

Também no espectro HMBC (Figura 3SC) sdo visualizados cor-
relagdo entre o C-6 (69,8 ppm) da unidade B-D-galactofuranosidica
6-0 ligado ao H-1 (5,04 ppm) da unidade B-D-galactofuranosidica
5-0 ligada, indicando as sequéncias abaixo (I e II) como fazendo
parte da estrutura do heteropolissacarideo.
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Avaliacio da citotoxicidade

Estudos do potencial citotdxico in vitro de extratos de fermenta-
¢do0,” de extratos de micélio® e de metabdlitos liberados no meio de
cultivo por fungos do género Colletotrichum®-* sao encontrados na
literatura cientifica, porém o potencial citotéxico de polissacarideos
extraidos da biomassa Colletotrichum gloeosporioides, em linhagens
celulares, ainda ndo foi relatado. Dessa forma, este € o primeiro estudo
que avalia a citotoxicidade in vitro de um polissacarideo extraido da
biomassa deste micro-organismo.

Nesse estudo, os resultados obtidos pelo ensaio do MTT indi-
cam que a viabilidade das células CHO-K1, expostas as diferentes
concentracdes do heteropolissacarideo, ndo apresentaram diferengas
significativas quando comparadas com a viabilidade do controle ne-
gativo (CN), nos tempos experimentais de 24 e 48 h (Figura 4). Kim
e colaboradores® avaliaram a citotoxicidade de endopolissacarideos
extraido do micélio do fungo Inonotus obliquus e observaram que
a maioria das células tumorais e das células normais testadas nio
tiveram a sua viabilidade celular afetada, mesmo quando expostas
a altas concentragdes do polissacarideo. Galinari e colaboradores™
mostraram que fragdes de polissarideos extraidos de parede celular da
levedura Kluyveromyces marxianus CCT773 inibiram a proliferacao
da célula tumoral Hep-G2, mas ndo foram citotéxicas para células
tumorais HeLa e apresentaram pouca citotoxicidade para a linhagem
celular normal 3T3.
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Figura 3. Espectros de RMN de 'H (A), RMN de "*C (B) e regido do RMN *C-DEPT (C) do heteropolissacarideo (P, obtido por cromatografia de filtragdo em

gel Sepharose CL-6B do extrato aquoso do C. gloeosporioides
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Figura 4. Viabilidade celular (%) das linhagens CHO-K1 expostas a diferentes concentragoes do polissacarideo P, somente ao meio de cultura (CN- linha

tracejada) ou ao Triton-X (CP) por 24 e 48 horas. As linhas horizontais representam as médias e as linhas verticais o desvio padrdo. * indica diferenga signi-

ficativa comparado com CN, que foi considerado 100% (P <0.05)

A auséncia de citotoxicidade apresentada pelo heteropolissa-
carideo do C. gloeosporioides nas células CHO-K1, que € uma
linhagem normal, pode ser interpretada como positiva, abrindo
novas perspectivas para futuros estudos toxicolégicos tanto em
outras linhagens celulares normais, quanto em células cancerosas,
avaliando seu potencial como agente antitumoral. A auséncia de
citotoxicidade dos compostos em cé€lulas normais € uma carac-
teristica fundamental, mas dificil de ser encontrada. Isso tem se
tornado um grande desafio para a medicina na busca por novos
farmacos antitumorais.

CONCLUSAO

Condigdes de cultivo pré-estabelecidas permitiram o crescimento
do fungo ascomiceto Colletotrichum gloeosporioides tavorecendo a
producgdo de biomassa que, apds procedimentos extrativos, resultou
em uma fracéo rica em polissacarideos. Técnicas de purificacio por
congelamento/descongelamento e cromatografia de filtragdo em gel
Sepharose CL-6B permitiram o isolamento da fra¢ao P,,, considerada
homogénea por HPSEC/RID, com massa molar de 2,8 x 10* g mol’!,
Mw/Mn 1,17, e 100% de agticar total com galactose (61%), glucose
(34%) e manose (5%) como seus constituintes monossacaridicos.
Andlises de ressonidncia magnética nuclear de 'H e "*C, mono e
bidimensionais, forneceram espectros que permitem concluir que
P,y € um heteropolissacarideo com a cadeia principal formada por
unidades B-D-galactofuranosidicas com ligagdes 1—5 e ligacoes
1—6, sendo algumas dessa ultima unidade substituida em O-3 por
residuos o-D-glucopiranosidicos. Ensaios de citotoxicidade (MTT)
indicaram que a viabilidade das células CHO-K1, expostas as di-
ferentes concentra¢des do heteropolissacarideo, ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparadas com a viabilidade do
controle negativo (CN), nos tempos experimentais de 24 e 48 h.
Essa resposta sinaliza a possibilidade da continuidade dos testes de
citotoxicidade tanto em outras linhagens de células normais como
em células tumorais.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na for-
ma de arquivo PDF, com acesso livre, fotos do cultivo do fungo
Colletotrichum gloeosporioides e de sua biomassa (Figura 1S),
espectro de RMN bidimensional HSQC (Figura 2S) e das regides

selecionadas dos espectros de RMN bidimensional homonuclear
(COSY) (Figuras 3SA e 3SB) e heteronuclear (HMBC) do hetero-
polissacarideo Py, (Figura 3SC).
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