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TAKAHASHI, Fabiana Sayuri. Constituintes quimicos e atividade antiproliferativa
do corpo de frutificagdo de Ganoderma cf. stipitatum (Murrill) Murrill e
producdo de exopolissacarideos da cultura micelial. 2015. 91 f. Dissertagao
(Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Estudos das espécies do género Ganoderma de origem asiatica tém sido
extensivamente documentados na literatura, mas ha poucos relatos sobre as
especies brasileiras. Neste trabalho, foram realizados o estudo quimico e avaliagao
das atividades antimicrobiana e antiproliferativa do extrato etandlico do corpo de
frutificacdo de Ganoderma cf. stipitatum, além da obtengdo de exopolissacarideos
por meio da cultura micelial do mesmo fungo, coletado em Londrina, Parana, Brasil.
O processo de purificagdo do extrato etandlico resultou no isolamento do esteroide
ergosta-7,22-dien-33-ol, de uma mistura de ergosterol e ergosta-7,22-dien-33-ol, do
linoleato de etila e do estearato de ergosterila, esse descrito pela primeira vez no
género Ganoderma e presente em mistura com outro éster de esteroide néao
identificado. No ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), o extrato
etandlico inibiu a proliferagdo da linhagem celular de adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7) e do carcinoma hepatocelular (HepG2 C3a) com ICsp 61,66 pg mL”
' e 1Csp 36,04 pg mL™, respectivamente. Em ambos os casos, a atividade foi seletiva
e dose-dependente. A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo
método de microdiluigdo em caldo, utilizando as cepas: Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Os resultados mostraram que o
extrato apresentou atividade bacteriostatica para Enterococcus faecalis. Neste
trabalho também é descrita pela primeira vez, a produg¢ao de exopolissacarideos no
meio de cultivo de G. cf. stipitatum. A comparacdo dos deslocamentos de RMN de
3C do exopolissacarideo com dados da literatura, indicou que o mesmo trata-se de
uma B-D-glucana com ligagdes 1—3 e 1—6.

Palavras-chave: Cogumelo. Ganoderma stipitatum. Esteroides. Antiproliferativo.
Exopolissacarideos.



TAKAHASHI, Fabiana Sayuri. Chemical constituents and antiproliferative activity
of fruit body of Ganoderma cf. stipitatum (Murrill) Murrill and
exopolysaccharide production of mycelial culture. 2015. 91 p. Dissertation
(Master’s Degree in Chemistry) — Londrina State University, Londrina, PR, Brazil,
2015.

ABSTRACT

Studies from Asian species of the genus Ganoderma have been extensively
documented in literature, but there are few reports about Brazilian species. In this
work, were performed chemical study, antimicrobial and antiproliferative activities of
the ethanolic extract of fruit body of Ganoderma cf. stipitatum, besides the
exopolysaccharide production from mycelial culture of the same fungus, collected in
Londrina, South of Brazil. The purification process of ethanolic extract resulted in the
isolation of sterol ergosta-7,22-dien-3-ol, ergosterol and ergosta-7,22-dien-33-ol in
mixture, ethyl linoleate and ergosterol stearate, that is described for the first time in
the genus Ganoderma and in mixture with another ester of sterol no identified. In the
3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) assay, the ethanolic
extract inhibited the proliferation of cell lines of human breast cancer (MCF-7) and
hepatocellular carcinoma (HepG2 C3a) with ICsy 61,66 ug mL™ and I1Csp 36,04 g
mL™", respectively. In both cases, the activity was selective and dose-dependent
manner. The evaluation of antibacterial activity was performed by microdilution
method using Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus faecalis (ATCC
29212). The results showed that the ethanolic extract have bacteriostatic activity for
Enterococcus faecalis. In this work, we described for the first time, the
exopolysaccharide production for G. cf. stipitatum in culture medium. The comparison
of NMR '3C shifts with literature data, we suggest the structure is a B-D-glucan with
1—3 and 1—-6 linkages.

Keywords: Mushroom. Ganoderma  stipitatum.  Sterols.  Antiproliferative.
Exopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

O género Ganoderma pertence a familia Ganodermataceae (Basidiomicetos)
e as propriedades medicinais de suas espécies sao conhecidas desde os tempos
antigos, sendo utilizadas para diversos tipos de doencgas (SANODIYA et al., 2009).
Acredita-se que o consumo regular destes cogumelos promova a vitalidade e a
longevidade humana (WASSON, 1968 apud SANODIYA et al., 2009).

Dentre as varias espécies de Ganoderma, G. lucidum se destaca por ser um
cogumelo comestivel muito tradicional na Asia, comumente chamado de Ling Chin, e
no Japédo, denominado de Reishi (PATERSON, 2006). Nos ultimos anos, varios
trabalhos foram publicados sobre este fungo relatando o potencial medicinal de um
grande numero de extratos e compostos isolados de G. lucidum, devido as suas
atividades anticancerigena (CHENG et al., 2010; SUAREZ-ARROYO et al., 2013),
antioxidantes (CILERDZIC et al.,, 2013), antifungicas (JOSEPH et al., 2011) e
antiviral (NIEDERMEYER et al., 2005). O mesmo fungo possui também potencial
uso para o controle da diabetes do tipo Il (FATMAWATI; SHIMIZU; KONDO, 2011),
doencas imunoldgicas (XU et al., 2011) e doenca de Alzheimer (LEE et al., 2011).
Os componentes bioativos responsaveis pelas atividades biolégicas sédo diversos,
tais como: triterpenos (RIOS et al., 2012), esteroides (SEO et al., 2009),
polissacarideos (XU et al., 2011), flavonoides (OLUBA et al., 2012) e alcaloides (LIU,
C.; ZHAO; CHEN, 2010).

Considerando que os diversos estudos fitoquimicos e farmacolégicos dos
extratos de Ganoderma ssp., descritos na literatura, sdo principalmente provenientes
da Asia, e que possiveis variabilidades dos constituintes quimicos podem ocorrer em
decorréncia das diferencas geograficas, € relevante a realizacdo de estudos de
espécies conhecidas e até mesmo de novas espécies de Ganoderma provenientes

de outras regides.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo de Ganoderma cf. stipitatum quanto a investigacdo de sua

composicdo quimica e de suas atividades biologicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar os constituintes quimicos do extrato etanélico do corpo de
frutificacdo de Ganoderma cf. stipitatum;

Avaliar as atividades antiproliferativa e antibacteriana do extrato etandlico do
corpo de frutificacdo de Ganoderma cf. stipitatum;

Produzir, extrair e avaliar a possivel composicdo quimica dos

exopolissacarideos produzidos por Ganoderma cf. stipitatum.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Utilizados desde a antiguidade como fonte de alimento, os fungos sao
considerados atualmente como um dos maiores produtores de metabdlitos com
atuacdo na prevencao e cura de varias doencas (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO,
2012). As principais classes de antibiéticos como: aminoglicosideos, betalactamicos,
cefalosporinas, cloranfenicol, macrolideos e tetraciclinas; agentes anticancerigenos
como a camptotecina, imunossupressores e outros farmacos de uso humano foram
descobertos com base em compostos isolados de fungos ou a partir da modificagao
quimica dos mesmos (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

Os fungos também apresentam grande importancia ecolégica pelo seu papel
de decompositores da matéria organica, além de se associar em simbiose com as
plantas para a captacédo de nutrientes e produgcdo de hormonios (ISHIKAWA et al.,
2012). Entretanto, algumas espécies de fungos saproéfitas sdo parasitarias das
plantas podendo causar a morte das mesmas (MAIA et al., 2006).

Segundo Maia e colaboradores (2006), os fungos estao agrupados em quatro
filos: Chytridiomicota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota, sendo este Ultimo
considerado o mais evoluido devido a complexidade de suas estruturas de
reproducdo que sdo geralmente macroscopicos, variando de tamanho, forma e
coloracdo. Estas estruturas, denominadas de corpo de frutificacdo, sdo conhecidas
popularmente por cogumelos e orelhas-de-pau (ALEXOPOULQOS, 1962; ISHIKAWA
etal., 2012).

3.1 O GENERO GANODERMA P. KARST.

O género Ganoderma P. Karst, € considerado um dos mais relevantes da
familia Ganodermataceae Donk, sendo representado por 201 espécies catalogadas
e descritas em literatura (Index Fungorum Database 2015). Além do género

Ganoderma, a familia Ganodermataceae contempla outros trés géneros:
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Amauroderma Murrill, Haddowia Steyaert e Humphreya Steyaert. (KIRK et al., 2008
apud GUGLIOTTA; POSCOLERE; CAMPACCI, 2011).

3.2 GANODERMA STIPITATUM (MURRILL) MURRILL

A classificacdo para a espécie Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill, segundo

o Index Fungorum (Index Fungorum Database, 2015), é a seguinte:

Reino: Fungi

Divisdo (Filo): Basidiomycota
Subdivisdo: Agaricomycotina

Classe: Agaricomycetes incertae sedis
Ordem: Polyporales

Familia: Ganodermataceae

Género: Ganoderma

Espécie: Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill

A espécie foi primeiramente descrita por Murrill (1908), e também pode ser
encontrada como Fomes parvulus (Murrill) Sacc. & D. Sacc., Fomes stipitatus Murrill,
Ganoderma bibadiostriatum Steyaert e Ganoderma parvulum Murril, sendo
Ganoderma stipitatum a sua nomenclatura atual (Figura 1) (Index Fungorum
Database, 2015). Esta espécie encontra-se distribuida em paises como Brasil,
Bolivia, Peru, Venezuela e India (BHOSLE et al., 2010). No Brasil ha relatos de
ocorréncia deste fungo nos estados do Para (MARTINS JUNIOR; BAPTISTA
GIBERTONE; SOTAO, 2011), de Pernambuco, de Rondénia (LIMA JUNIOR;
BAPTISTA GIBERTONE; MALOSSO, 2014) e da Bahia (FIGUEIREDO, 2008).
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Figura 1 — Corpo de frutificacdo de Ganoderma cf. stipitatum.

3.3 CONSTITUINTES QUiMICOS E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO GENERO GANODERMA

Os principais estudos sobre o género Ganoderma se concentram na espécie
G. lucidum, que tem sido utilizada por muitos anos para a prevencao e tratamento de
diversas doencas. Ha inumeros relatos da producao de metabdlitos com atividades
biolégicas, como triterpenos, esteroides e polissacarideos por G. lucidum (CHENG et
al., 2010; RIOS et al., 2012; SANODIYA et al., 2009).

Os triterpendides isolados de G. lucidum e de outras espécies séo divididos
em dois grupos: acidos ganodéricos com o grupo carboxila localizado na cadeia
lateral e alcool ganodérico, contendo grupo hidroxila na cadeia lateral (GAO et al.,
2004). Os primeiros acidos ganodéricos de G. lucidum, os acidos ganodéricos A e B,
foram isolados por Kubota e Asaka (1982) e desde entdo ja foram elucidados mais
de 200 triterpendides provenientes do corpo de frutificagdo, esporos e micélios de
varias espécies do género (YANG et al., 2012). Algumas estruturas representativas

dos acidos ganodéricos podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2 — Exemplos de acidos ganodéricos isolados de Ganoderma lucidum (RIOS
et al., 2012).

Acido ganodéricoA: R, = O, R, =H, R; = B-OH, R, = a-OH Acido ganodérico Me: R, = B-OAc, R, = H
Acido ganodérico B: Ry = B-OH, R, =H, R; =p-OH, R, = O Acido ganodérico T: Ry = a-OAc, R; = [(-OAc
Acido ganodéricoF: Ry =0, R, =p-OAc, R; =0, R; =0 Acido ganodérico X: Ry = B-OH, R, = H

Alguns exemplos de &lcoois ganodéricos sdo: ganodermanondiol,
ganodermanontriol, ganoderiol F e lucidumol A e B (RIOS et al.,, 2012) (Figura 3).
Estes apresentaram melhor desempenho em relagédo a acidos ganodéricos isolados
de G. lucidum para citotoxicidade em células de fibrosarcoma (Meth-A) e carcinoma
de pulmé&o (LLC) (MIN et al., 2000). O mesmo resultado foi observado por Cheng e
colaboradores (2010) que avaliaram 43 compostos isolados de G. lucidum frente a
citotoxicidade em células tumorais de colo de utero (HelLa), sendo que a hidroxilagdo
na posicao C-26 pode estar relacionada a atividade citotdxica, entretanto o aumento
de hidroxilas na cadeia lateral e na estrutura do anel, pode diminuir este efeito
(CHENG et al., 2010).

Figura 3 — Estruturas de alguns alcoois ganodéricos isolados de Ganoderma sp.
(RIOS et al., 2012).

Ganodermancondiol: R; =0, R, = H Ganoderiol F
Ganodermanontriol: R; = O, R, = CH,0H
LucidumolB: Ry = B-OH, R; = CH;
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Com relacéo aos esteroides isolados do género Ganoderma, destacam-se o
ergosterol, ergosta-7,22-dien-3(3-ol, ergosta-7,22-dien-3-ona, acetato de ergosta-
7,22-dien-3B-ila e acetato de ergosta-5,7,22-trien-3f3-ila (VAZIRIAN et al., 2014),
além de peréxido de ergosterol e peréxido de 9,11-dihidroergosterol que
apresentaram atividade inibitéria in vitro contra células de adenocarcinoma de mama
(MCF-7) (ZHENG; SI; WONG, 2009). Estes importantes esteroides encontram-se

ilustrados na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura dos principais esteroides isolados de Ganoderma sp..
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Acetato de ergosta-7,22-dien-3p-ila: R, = OAc

Ergosterol: R, = B-OH
Acetato de ergosta-5,7,22-trien-3B-ila: R; = OAc
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Peroxido de ergosterol Peroxido de 9,11-dihidroergosterol

A literatura relata mais de 163 compostos isolados de Ganoderma sp.
associados a atividade antitumoral, destes, grande parte pertence a espécie G.
lucidum proveniente de paises asiaticos (YANG 2005; YUE et al., 2008; YUE et al.,
2010; ZHOU et al.,, 2011). A classe dos triterpenos derivados do lanosterol se
destaca em relacéo a atividade anticancerigena (CHENG et al., 2010; MIN et al.,
2000; ZHOU et al., 2011), juntamente com os polissacarideos.

Para identificagdo de compostos com atividade anticancerigena, um ensaio
preliminar, in vitro, amplamente empregado é o teste do brometo de 3-(4,5-



21

dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). Este método envolve a capacidade das
células viaveis em incorporar o MTT (coloracdo amarela) e, por acdo das enzimas
desidrogenases mitocondrial, converté-lo em cristais de formazan (coloracao
purpura). A capacidade das células de reduzirem o MTT fornece uma indicacéo da
integridade e atividade metabdlica das mesmas, o que pode ser interpretado como
medida da viabilidade celular (BERNHARD et al., 2003; MOSMANN, 1983). O
esquema adaptado da pagina do Ltb. Bio Estates (2015) esta representado na
Figura 5.

A determinacdo da atividade antiproliferativa causada por um determinado
composto € visualizado quando o tratamento é realizado em meio de cultura
suplementado com soro bovino fetal e, na auséncia do mesmo, o ensaio é utilizado
para a determinacéo de sua citotoxicidade (BERNHARD et al., 2003).

Figura 5 — Esquema adaptado do ensaio de MTT para realizacdo da

atividade antiproliferativa.
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Fonte: Adaptado de Ltb. Bio Estates (2015)

No género Ganoderma, ha inUmeras espécies relatadas na literatura que
apresentam atividade antimicrobiana, como extrato aquoso de G. lucidum (KARWA,;
RAIl, 2012), extrato etandlico de G. atrum (LI et al., 2012), G. australe (SMANIA et

al., 2007) e Oleo essencial de G. japonicum (LIU et al., 2009) sendo que as cepas
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Gram positivas foram mais sensiveis aos testes, principalmente a Staphylococcus
aureus.

A atividade antimicrobiana tem sido atribuida a compostos fendlicos como a
ganodermatropina A (Figura 6) isolada de G. tropicum (HU et al., 2013),
polissacarideos (SHARIFI et al., 2012) e triterpenos como o acido ganodérico T,
isolado a partir da cultura de G. orbiforme que foi ativo contra Mycobacterium
tuberculosis H37Ra (ISAKA et al., 2013) e o composto identificado por 12p3-acetoxi-
3[,7B-di-hidroxi-11,15,23-trioxolanost-8-en-26-oato  de butila isolado da fracao
acetato de etila de G. lucidum (LIU et al., 2014a).

Figura 6 - Estruturas de alguns compostos antimicrobianos isolados de

Ganoderma sp.

HO

HOOC
HO OH

Ganodermatropina A 12B-acetoxy-3p,7p-dihidroxy-11,15,23-trioxolanost-8-em-26-
oic acid butyl ester

3.4 EXOPOLISSACARIDEOS PRODUZIDOS POR GANODERMA

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polissacarideos sintetizados por
determinadas bactérias ou fungos e se encontram aderidos a superficie das células,
ou sao excretados para o meio extracelular (SUTHERLAND, 1998). Estes
biopolimeros de carboidratos sdo classificados de acordo com a configuragdo
anomérica de seus monémeros (a ou B) (Figura 7); a posi¢ao da ligacéo glicosidica,
ex. a (1-4), B (1-3) ou B (1-6); o grau e a frequéncia de ramificacdo e a
composicdo monossacaridica. Estes fatores podem interferir nas propriedades
fisicas e fisiolégicas dos exopolissacarideos (GUTIERREZ; PRIETO; MARTINEZ,
1996).
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Figura 7 — Comparacéo dos anémeros a e 3-D-glucose.
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A maior parte dos EPS de origem flngica constitui-se de [-glucana
(BARBOSA; CUNHA; PIGATTO, 2004). Atualmente, inUmeras pesquisas Sao
realizadas com estes biopolimeros com o intuito de encontrar importantes atividades
terapéuticas e 0s mecanismos envolvidos, dentre as quais podemos citar as
propriedades anti-inflamatorias (WENG et al., 2011), anticancerigenas (VETVICKA;
VETVICKOVA, 2012), hipoglicemiantes, hipocolesterolémicos (MIRANDA-NANTES
et al., 2011) e antioxidantes (LIU et al., 2014b).

Varios polissacarideos obtidos a partir de extratos aquosos de Ganoderma
lucidum apresentaram atividades antitumorais e imunomoduladoras (XU et al.,
2011). Uma das glucanas isoladas apresentou a cadeia principal do tipo 3-(1 - 3)-D-
glucana com ramificacbes de residuos de glucose substituidos em C-6 (Figura 8).
Este mesmo estudo sugeriu que o polissacarideo apresenta atividade indutiva sobre
os linfocitos T (BAO et al., 2002).
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Figura 8 — Estrutura quimica do polissacarideo (-(1 - 3)-D-glucana
com ramifica¢des de residuos de glucose em C-6.
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Han e colaboradores (2012) isolaram [B-D-glucanas altamente ramificadas,
denominadas de GSP-6B, a partir do corpo de frutificacdo de Ganoderma sinense.
Foi demonstrado, por meio de técnicas de metilacdo, IV, RMN e analises da
composi¢cao quimica, que a glucana consistia de uma cadeia principal de unidades
glucopiranosidicas -D-(1 - 6) substituidas em O-3 por residuos glucopiranosidicos
B-D-(1 - 4), residuos de (B-D-glucopiranosidicos (1 - 3) e residuos [3-D-n&o redutores.
Esta glucana soluvel em agua apresentou atividade imunomoduladora in vitro.

Uma glicoproteina soluvel em agua foi extraida do corpo de frutificacdo de
Ganoderma atrum, e a mesma apresentou atividade antioxidante (CHEN et al.,
2008) e inibiu a proliferacdo de células da linhagem de cancer colorretal murino
(CT26) in vitro. Ensaios in vivo demostraram supressao significativa do crescimento
tumoral em ratos portadores de cancer colorretal, devido a melhora do sistema
imune (ZHANG et al., 2013).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Equipamentos

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram realizadas em cromatografo CG 17A combinado com o
espectrometro MS-QP5000 Shimadzu, utilizando o software CLASS 5000 com as
bibliotecas NIST (National Institute of Standards and Technology): NIST12, NIST62,
NIST147 e NIST27. Os dados foram obtidos por meio de uma coluna capilar DB-1
J&W Scientific (30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 pm). As condi¢cdes de
andlise utilizadas foram: Hélio como gas de arraste; vazdo de 1,5 mL min™;
temperatura do injetor 300°C; temperatura da coluna programada, sendo iniciada a
60°C por 4 min, rampa de 10°C min® até 250°C, 20°C min® até 330°C,
permanecendo em 330°C por 10 min; modo “split” 1:10; faixa de massa 45 a 700 D.

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro Xevo TQS com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), fonte orthogonal Z-spray (Waters). Para
aquisicao e processamento dos dados foi utilizado o software Masslynx 4.1. As
condicdes utilizadas foram: dessolvatagédo do gas (N) a 300°C, temperatura da fonte
120°C, voltagem do capilar 3,2 kV, voltagem do cone 60 V e o gés de colisdo sédio.

As analises por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN *C) e DEPT 135 foram realizadas no
equipamento ADVANCE 400 MHz marca Bruker, operando a 400,13 MHz para 'H e
100,61 MHz para *C e DEPT 135, temperatura de 25 °C, e utilizando CDCl; ou
DMSO-ds como solventes para a sonda de liquido. Para a obtencdo dos espectros
de RMN de *3C para amostras sélidas foi utilizada a técnica de polarizacéo cruzada
(CP) no angulo magico (MAS), tendo a glicina como padréo externo.

Os espectros de infravermelho foram obtidos no equipamento Shimadzu FTIR
— 8300 e os dados processados pelo software Shimadzu HYPER IR.

Os pontos de fusdo foram determinados no aparelho digital de ponto de fusao

MQAPF-302 da Microquimica Equipamentos.
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4.1.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de
etila e etanol grau p.a., da Labsynth.

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados utilizando-se como
adsorvente a silica-gel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck. As cromatografias em camada
delgada (CCD) foram realizadas com silica gel G UVy4 (Macherey-Nagel). A
revelacdo das placas cromatograficas foi realizada por meio da deteccdo na regido
do ultravioleta (254 nm) e com a solucdo de vanilina sulfarica, seguida de
aguecimento.

Para a producdo de exopolissacarideos foram utilizados o0s seguintes
reagentes: sacarose comercial (Alto Alegre), glucose P.A. (Biotec — Reagentes
Analiticos), K;HPO,4 (CAQ — Casa da Quimica), KH,PO, (CAQ — Casa da Quimica),
NaNOj; (Synth), MgS0,4.7H,O (Merck), extrato de levedura (HiMedia), NH4Cl (Vetec
— Quimica Fina) e KCI (Synth).

4.1.3 Material Fungico

O corpo de frutificacdo de Ganoderma sp. foi coletado em 10 de janeiro de
2013, no distrito de Maravilha, no municipio de Londrina — Parana. O cogumelo foi
depositado sob o n° INPA 250893 no Herbario INPA do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia.

4.1.4 ldentificacdo do Fungo

A identificacdo do fungo foi realizada com base na analise comparativa de
sequéncias do gene 18S RNAr (acido ribonucleico ribossémico) e a regido ITS-1
(internal transcribed spacer), conforme descricdo de Saito (2014), sob coordenacao
do Prof. Dr. André Luiz Martinez de Oliveira do Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da UEL.



27

4.1.5 Procedimentos Gerais de Extracao.

Parte do corpo de frutificacéo foi seca em estufa de circulacéo de ar forcado a
temperatura de 45°C. Em seguida, o material foi triturado com auxilio de um
liquidificador. Parte do material (500 g) foi submetida & extragdo exaustiva com
etanol 95% a temperatura ambiente. A mistura foi filtrada e a solugdo obtida foi
concentrada em evaporador rotativo (40°C), resultando em 18 g de extrato etandlico.
O mesmo foi acondicionado em frasco de vidro ambar até a realizacdo dos

fracionamentos cromatograficos e dos testes bioldgicos.

4.1.6 Fracionamento Cromatografico do Extrato Etandlico

Parte do extrato etandlico (15 g) foi cromatografada em coluna filtrante de
silica gel 60 mesh (13,5 cm h x 7,0 cm @), eluida exaustivamente com hexano,
diclorometano, mistura de diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v), acetato de etila e
etanol até que a fracdo eluida ndo apresentasse coloracdo. Apés a evaporacao dos
solventes em evaporador rotativo, foram obtidas cinco fracbes conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Série eluotrépica e fracdes obtidas do fracionamento cromatogréfico do

extrato etanolico.

Eluentes / volume (L) Fracdes / massa (g)
Hexano / 5,0 GH /0,04
Diclorometano / 6,3 GD /2,03
Diclorometano:acetato de etila (1:1 viv) / 2,7 GDA /3,78

Acetato de etila /5,0 GA /2,63

Etanol / 6,5 GE /4,34

4.1.7 Purificacdo das Fracoes.

4.1.7.1 Fracdo hexanica (GH).
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A fracdo hexéanica constituiu de um o6leo claro (0,04 g) que foi submetido a
analise por CG-EM.

4.1.7.2 Fracéo diclorometanica (GD).

Parte da fracao diclorometéanica (1,6 g) foi cromatografada em coluna de silica
gel 60 mesh (21,5 cm h x 2,3 cm ®), eluida com hexano, diclorometano, acetato de
etila e etanol em misturas de polaridades crescentes, conforme descrito na Tabela 2.

As fracbes de 100 mL foram concentradas em evaporador rotativo.

Tabela 2 — Série eluotrépica da coluna cromatografica da fracdo
diclorometéanica (GD).

Eluente Fracoes
Hexano 1-3
Hexano:diclorometano (17:3 v/v) 4-8
Hexano:diclorometano (7:3 v/v) 9-14
Hexano:diclorometano (3:2 v/v) 15-19
Hexano:diclorometano (1:1 v/v) 20-23
Hexano:diclorometano (2:3 v/v) 24 - 30
Hexano:diclorometano (1:4 v/v) 31-36
Diclorometano 37-42
Diclorometano:acetato de etila (9:1 v/v) 43 - 46
Diclorometano:acetato de etila (4:1 v/v) 47 - 49
Diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v) 50 - 54
Diclorometano:acetato de etila (3:7 v/v) 55 -56
Acetato de etila 57 - 59
Etanol 60 - 62

As 62 fracdes obtidas foram reunidas em 18 grupos, apdés comparacdo em
cromatoplacas de silica gel, reveladas com soluc¢édo de vanilina sulfarica seguida de
aquecimento, conforme Tabela 3.
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Tabela 3 — Reunido das fracbes da coluna cromatografica da fracao
diclorometéanica (GD).

Grupo FracOes Massa (mgQ)
Al 1-3 7,6
A2 4 100,6
A3 5-6 1279
Ad 7 25,6
A5 8 27,1
A6 9 12,2
A7 10-11 8,4
A8 12 -15 1749
A9 16 — 18 269,2

Al0 19-21 358,3
All 22 -24 112,1
Al12 25-28 79,3
Al13 29 -32 97,2
Al4 33-36 23,8
Al5 37 -41 20,6
Al16 42 - 51 68,9
Al7 52 - 58 12,3
Al18 59 - 62 12,9

4.1.7.2.1 Purificacdo do grupo A2 (fracéo 4; 100,6 mg).

Para a purificacdo do grupo A2 utilizou-se uma coluna cromatografica com
silica gel 60 mesh (27,7 cm h x 1,0 cm ®) e o0s seguintes sistemas de solventes:

mistura de hexano:diclorometano (3:2 v/v) e diclorometano (Tabela 4).

Tabela 4 — Série eluotropica da coluna cromatografica do grupo A2.

Eluente FracOes

Hexano:diclorometano (3:2 v/v) 1-35

Diclorometano 36 -40
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Foram coletadas 40 fragbes de 3 mL cada, que foram reunidas de acordo com
a semelhanca cromatografica em CCD (revelador vanilina sulfarica), conforme

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Reunido das fra¢cdes da coluna cromatogréafica do grupo A2.

Grupo FracoOes Massa (mQ)
A2.1 1-3 0,0
A2.2 4 0,6
A2.3 5 4,7
A2.4 6-7 16,1
A2.5 8-10 25,1
A2.6 11-17 0,0
A2.7 18 -40 5,1

O grupo A2.5 (fracdes 8 — 10; 25,1 mg) foi purificado em placa preparativa de
silica gel, eluida com hexano:diclorometano (3:2 v/v). O processo resultou na
obtencdo de um sélido de coloragdo branca (10,1 mg), o qual foi submetido as
anélises por espectrometrias no IV, ESI-MS, RMN de *H e de *C. Este constituinte

foi denominado de mistura de GD-1 e GD-2.

4.1.7.2.2 Analise do grupo A5 (fracdo 8; 27,1 mg)

O grupo A5 constituiu-se de material oleoso e apresentou uma Unica mancha
em CCD. O constituinte foi denominado de GD-3 e o mesmo foi submetido as

anélises por CG-EM e pelas espectrometrias no IV, de RMN *H e de RMN *3C.

4.1.7.2.3 Purificagao do grupo A10 (fragbes 19 — 21; 358,3 mg).

O grupo A10 foi recristalizado com mistura de diclorometano e hexano,
resultando na obteng¢do de um solido branco (72,0 mg). O composto, denominado
GD-4, foi analisado por CG-EM e pelas espectrometrias no IV e de RMN de *H e de
RMN de *C.
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4.1.7.2.4 Purificagao do grupo Al1l (fragcbes 22 — 24; 112,1 mg).

O fracionamento do grupo A1l em coluna cromatogréfica de silica gel 60
mesh (29 cm h x 1,0 cm @), utilizando sistema de solvente diclorometano:acetato de
etila (19:1 v/v) resultou na obtencdo de 45 fracbes de 3 mL cada. Estas foram
reunidas de acordo com semelhanca cromatogréfica em oito grupos, conforme

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Reunido das fracfes da coluna cromatografica do grupo Al1l.

Grupo Fracoes Massa (mQ)
All.l 1-11 2,7
All.2 12 -15 14,6
Al1l1.3 16 - 17 18,1
All4 18 -19 8,0
All.5 20-24 5,3
All.6 25-31 2,9
All1.7 32 -43 3,9
Al11.8 44 - 45 35,7

O grupo A11.3 (fracdes 16 — 17; 18,1 mg) consistiu de um soélido branco que
foi submetido as andlises por CG-EM e pelas espectrometrias de RMN de 'H e de
RMN de *3C. Este constituinte foi denominado mistura de GD-4 e GD-5.

4.1.7.3 Fracéo diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v) (GDA)

Parte da fracdo diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v) (2,76 g) foi
cromatografada em coluna de silica gel 60 mesh (20 cm h x 2,3 cm @), eluida com
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol em misturas de polaridade
crescentes, conforme Tabela 7. As fracdes, 50 mL cada, foram concentradas em

evaporador rotativo.



32

Tabela 7 — Série eluotropica da coluna cromatogréfica da fracéo
diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v).

Eluente Fracoes
Hexano:diclorometano (4:1 v/v) 1
Hexano:diclorometano (1:1 v/v) 2

Diclorometano 3-34
Diclorometano:acetato de etila (9:1 v/v) 35-57
Diclorometano:acetato de etila (4:1 v/v) 58 - 75
Diclorometano:acetato de etila (7:3 v/v) 76 - 85
Diclorometano:acetato de etila (3:2 v/v) 86 - 90
Diclorometano:acetato de etila (2:3 v/v) 91-98

Acetato de etila 99 -103
Acetato de etila:etanol (1:1 v/v) 104 - 110
Etanol 111 - 116

Foram obtidas 116 fragcbes que foram reunidas em oito grupos por
semelhanca cromatografica, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 — Reunido das fracbes da coluna cromatografica da fracao

diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v) (GDA).

Grupo FracOes Massa (mg)
Bl 1-3 47,8
B2 4-9 149,4
B3 10 - 23 358,2
B4 24 — 36 223,4
B5 37 -52 567,9
B6 53 -63 302,0
B7 64 — 80 161,0

B8 81 -116 115,7
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4.1.7.3.1 Purificagao do grupo B5 (fragbes 37 — 52; 567,9 mg)

O grupo B5 foi submetido ao processo de lavagem com diclorometano e
posterior filtragdo, resultando em um sélido branco, denominado de GDA-1 (124,4
mg). Entretanto, devido a baixa solubilidade deste constituinte em agua e nos
demais solventes organicos (DMSO, cloroférmio, acetato de etila, metanol e piridina)
apos a purificacdo, ndo foi possivel realizar as analises espectrométricas para

determinar sua estrutura.

4.1.7.4 Fracdes acetato de etila (GA) e etandlica (GE).

Parte da fracdo acetato de etila (GA) (1,8 g) foi submetida a separacdo em
coluna cromatografica de silica gel 60 mesh (21,8 cm h x 2,3 cm ®) eluida com
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol em misturas de polaridade
crescente. As 61 fracoes obtidas foram posteriormente reunidas em 10 grupos por
semelhanca cromatografica. Por meio da analise dos grupos em CCD foi observada
a presenca de varios constituintes polares, ndo sendo possivel o isolamento em
guantidade suficiente para analises espectroscopicas. Da mesma forma, nao foi
possivel o isolamento de constituintes provenientes da fracao etandlica.

Um fluxograma resumindo o processo total de fracionamento do extrato

etandlico de Ganoderma cf. stipitatum é apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Fluxograma do processo de isolamento dos constituintes do extrato

etanolico de Ganoderma cf. stipitatum; Gp: grupo; f.: fracdes.
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4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 Avaliacao da atividade antiproliferativa

A avaliacao da atividade antiproliferativa do extrato etandlico de Ganoderma

cf. stipitatum foi realizada in vitro, utilizando o ensaio do brometo de 3-(4,5-
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dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) descrito por Mosmann (1983), com
algumas alteracoes.

As células humanas utilizadas neste estudo foram as linhagens HepG2 C3a
(carcinoma hepatocelular) e MCF-7 (adenocarcinoma mamario), ambas obtidas no
Banco de Células do Rio de Janeiro, e a linhagem nao-tumoral de mama HB4a
(derivada de tecido normal), fornecida pelo Hospital AC Camargo de S&o Paulo. As
linhagens foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? de &rea, contendo 10
mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — low glucose)
(Gibco — Life Technologies) suplementado com 15% de soro bovino fetal (Gibco —
Life Technologies), 1% de solugdo antibidtico-antimicético (Gibco - Life
Technologies) e 3,7 g L™ de NaHCOj3 (Merck), sob condicdes de incubacéo de 37°C
em atmosfera de 5% de CO,. Para as linhagens MCF-7 e HB4a também foram
adicionados ao meio 0,01 mg mL™ de insulina recombinante humana (Gibco — Life
Technologies) e 0,01 mg mL™ de hidrocortisona.

Para avaliar a atividade antiproliferativa, foram semeadas 5 x 10° células por
poco, em placas de cultura de 96 pocos, em um volume total de 200 uL de meio de
cultura completo. Apds o tempo de estabilizacdo de 24 horas a 37°C em 5% de CO,,
0o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos com extrato etandlico de
Ganoderma cf. stipitatum, dissolvido em meio de cultivo, contendo 0,98% de DMSO
nas concentracdes 12,5; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 350 e 400 pg mL™?, além
do controle negativo (meio de cultura completo) e controle de solvente (meio de
cultivo contendo 0,98% de DMSO). As placas foram incubadas por 48 horas nas
mesmas condi¢des utilizadas para a estabilizacdo das células. Os tratamentos para
0s ensaios de MTT foram realizados na presenca de 15% de soro bovino fetal.
Foram realizadas oito réplicas técnicas de cada condicéo.

Decorridas 48 horas de tratamento, o meio de cultura de cada poco foi
retirado para adicdo de 100 pL da solucdo de MTT a 0,5 mg mL™ (Amresco) diluido
em meio DMEM sem soro bovino fetal. As células foram entdo incubadas por 4
horas, nas mesmas condi¢cdes de atmosfera e temperatura descritas anteriormente.
Para solubilizagdo dos cristais de formazan foram utilizados 200 uL de DMSO. A
mensuracao da absorvancia foi realizada em espectrofotémetro (Bio Tek) em 570
nm. O percentual de viabilidade celular foi calculado de acordo com a formula (%) =

(AbStratamento/ ADScontrole negativo (cny) X 100. Os valores do controle de solvente foram
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considerados como 100% de viabilidade celular para normalizagdo dos resultados.
N&o houve diferenca significativa entre o controle negativo e o controle de solvente.
As micrografias das células foram obtidas pelo FLoid® Cell Imaging Station (Life
Technologies).

4.2.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato etanolico de Ganoderma cf.
stipitatum foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos,
conforme recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
(2012). As cepas bacterianas testadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). As cepas foram suspensas a 0,5 da escala de
MacFarland (1 x 10® UFC mL™Y) e, posteriormente diluidas 1:100 em solucgéo
fisiol6gica, sendo imediatamente inoculadas na placa, juntamente com o extrato
etandlico diluido nas concentracées de 20 a 0,08 ug mL™ em caldo Mueller-Hinton
(MHB) (Difco). O controle de esterilidade do extrato etandlico (40 pg mL™) (caldo
Mueller-Hinton e extrato) e o controle de viabilidade dos indculos (caldo Mueller-
Hinton e as bactérias testadas) foram inseridos na placa. A mesma foi incubada em
estufa por 24 e 48 horas, a 37°C.

A Figura 10 representa esquematicamente as concentracdes do extrato
etandlico e os controles na placa de microdiluigdo. A solugdo-mée do extrato
etandlico, na concentracdo de 40 pug mL™, foi utilizada para as diluicées seriadas.
Considerou-se a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) como sendo a menor
concentracéo do extrato na qual ndo se observou crescimento microbiano.

A concentragdo bactericida minima (CBM) foi mensurada por meio da
inoculacdo, em 4gar sangue, de uma aliquota de 10 uL dos po¢os com concentragao
igual a CIM. A placa foi incubada por 24 horas a 37°C. Considerou-se como CBM a
menor concentragéo do extrato na qual ndo houve o desenvolvimento de colonias. O

ensaio foi realizado em duplicata.
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Figura 10 — Esquema do teste de microdiluicdo. Colunas 3 a 11: concentracdes
das amostras do extrato etandlico (ug mL™?). Coluna 1: Ext. — controle de
esterilidade (extrato etandlico e MHB); coluna 2: Sol. — solucdo-méae do extrato e

MHB (1:1). Coluna 12: Bac. — controle do inéculo (cepas bacterianas e MHB).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

E. coli Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 (125|063 0,31 0,16 | 0,08 | Bac.

E. coli Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 (125063031 0,16 | 0,08 | Bac.

P. aeruginosa Ext. | Sol. | 20 10 5 25 (125,063 |0,31| 0,16 | 0,08 | Bac.

S. aureus Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 (1,25|063)|0,31| 0,16 | 0,08 | Bac.

S. aureus Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 (1,25|063)|0,31 0,16 | 0,08 | Bac.

E. faecalis Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 125|063)|0,31 0,16 | 0,08 | Bac.

A
B
C
P. aeruginosa D| Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 (125,063 |0,31| 0,16 | 0,08 | Bac.
E
F
G
H

E. faecalis Ext. | Sol. | 20 10 5 2,5 125|063)|0,31 0,16 | 0,08 | Bac.

4.2.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos pelo ensaio de MTT foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet ao nivel de 95% de confianca
(p<0,05). Todos os dados estdo apresentados em meédia = desvio padrdo. As

analises foram realizadas por meio do programa estatistico Origin Pro, versao 8.6.

4.3 PRODUGAO DE EXOPOLISSACARIDEOS (EPS) POR GANODERMA CF. STIPITATUM

4.3.1 Manutencéo do Ganoderma cf. stipitatum.

O fungo foi mantido em meio sdélido BDA (batata, dextrose e agar) a 4°C, com

repiques mensais.
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4.3.2 Preparacao do pré-indculo

O fungo foi transferido do meio de manutencédo para placas de Petri contendo
BDA, que foram, em seguida, incubadas em estufa por 7 dias a 28°C. Depois de
toda a placa estar colonizada, as hifas foram transferidas para trés frascos de
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de diferentes meios de cultivo (1, 2 e 3),
conforme descrito na Tabela 9. Os frascos foram mantidos sob agitagao, em shaker
(MA-420 Marconi) a 180 rpm, a 28°C por 7 dias.

4.3.3 Producao e extracao de exopolissacarideos (EPS)

Os materiais dos trés pré-inéculos foram transferidos, assepticamente e
respectivamente, para trés frascos de Erlenmeyer de 2 L, contendo 400 mL de meio
de cultivo 1, 2 e 3 (Tabela 9). Os frascos foram mantidos sob agitacdo a 180 rpm a
28°C por sete dias. A recuperagcdo dos exopolissacarideos foi realizada conforme
metodologia descrita por Barbosa e colaboradores (2003), com modificagdes.

Inicialmente foi feita a interrupgcéo dos cultivos por meio de centrifugacao (320
R Hettich Universal) a 9000 rpm por 15 minutos, a 25°C. Os sobrenadantes foram
separados, filtrados e tratados com etanol 99% na propor¢ao de 3:1 do volume de
etanol e do volume de sobrenadante para precipitacdo dos exopolissacarideos. Os
precipitados obtidos foram ressuspendidos em agua destilada, realizando-se trocas
da mesma até a completa eliminacéo do etanol e de sais residuais. Em seguida, os
EPS obtidos foram congelados e liofilizados (Liofilizador Virtis). Os meios de cultivo
1, 2 e 3 originaram os produtos EPS-1, EPS-2 e EPS-3, respectivamente. Os

mesmos foram quantificados por meio da pesagem apos a liofilizacéo.
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Tabela 9 — Composi¢édo dos meios de cultivo para produgéo de exopolissacarideos.

Meio de cultivo 1*

Meio de cultivo 2**

Meio de cultivo 3**

50 g L™ de sacarose

comercial

60 g L™ de sacarose

comercial

60 g L™ de glucose

0,5 g L™* de K,HPO,

1,0 g L™ de KH,PO,

1,0 g L™ de KH,PO,

0,5 g L™ de KH,PO,

3,0 g L™* de NaNO;

3,0 g L™ de NaNOs

0,59 L™ de MgS0,4.7H,0

0,5 g L™* de MgS0,.7H,0

0,59 L™ de MgS0,4.7H,0

1,0 g L™ de extrato de

levedura

1,0 g L™ de extrato de

levedura

1,0 g L™ de extrato de

levedura

4,0 g L de NH4CI

0,59 L™ de KCI

0,59 L™ de KCl

* Adaptado de Yang e Liau (1998).

** Adaptado de Crognale e colaboradores (2007), pH ajustado para 4,7 com solucdo de HCI 1 molar.

4.3.4 Anélise dos EPS-2 por RMN de *3C

O exopolissacarideo EPS-2 liofilizado mostrou aspecto de um sélido branco,

insoltvel em agua, sendo entdo, analisado por espectrometria de RMN de **C em

sonda de solido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DO FUNGO

A identificacdo do fungo utilizado neste trabalho foi feita por Saito (2014). Os
resultados das analises de sequenciamento do gene 18S RNAr e da regido do ITS
indicaram que o fungo em estudo trata-se possivelmente da espécie Ganoderma
parvulum, cuja nomenclatura atual € G. stipitatum. Entretanto, ha ainda a
possibilidade de se tratar de uma espécie nova, 0 que podera ser confirmado,

futuramente, através da identificacao taxonémica.

5.2 IDENTIFICAGAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

5.2.1 Constituintes da fracdo hexanica do extrato etandlico (GH)

A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e a
comparacao dos espectros com o banco de dados da biblioteca NIST demonstrou
que a fracdo hexanica (GH) constitui-se de uma mistura complexa de
hidrocarbonetos de cadeia longa, com total de 56 picos no cromatograma. Dentre

estes, pode se destacar o esqualeno (CzoHsp).

5.2.2 Constituintes da fracédo diclorometanica do extrato etandlico

5.2.2.1 GD-3

A amostra de GD-3 apresentou aspecto oleoso, sendo submetida
primeiramente a analise por CG-EM. O cromatograma (Figura 11) indicou que a
amostra constituia-se, praticamente, de um Unico composto correspondente ao pico

5, com 97,7% de pureza. A comparacéo do espectro de massas do constituinte (pico
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5) com os espectros do banco de dados da biblioteca NIST sugeriu para o composto
a estrutura do linoleato de etila (C,0H3602) (Figura 12). De fato, os dados do espectro
de massas do constituinte 5 foram compativeis com os dados registrados na
literatura para o linoleato de etila (SHANG et al., 2002), observando-se o pico do ion
molecular em m/z 308, pico base em m/z 67 e os fragmentos m/z 81, 55, 95 e 109
(Figura 13).

Figura 11 — Cromatograma obtido por CG-EM de GD-3.
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Figura 12 — Estrutura do Linoleato de etila (GD-3).

Figura 13 — Espectro de massas do Linoleato de etila (GD-3).
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O espectro de infravermelho de GD-3, Figura 14, confirmou a presenca do
éster pelas bandas de absorcdo em 1734 cm™ (v C=0), 1183 e 1032 cm™ (v C-0). O
estiramento de ligacéo dupla foi caracterizado pela banda em 1637 cm™ (v C=C). As
absorgées em 2931 e 2857 cm™ (v C-H) foram atribuidas aos carbonos saturados,
enquanto as bandas em 1463 e 1374 cm™ caracterizaram a presenca de grupos
metilénicos (V CH,) e metilicos (Vv CHjs), respectivamente. A banda em 727 cm™ foi
atribuida ao dobramento associado a quatro ou mais grupos metilénicos em uma
cadeia aberta (PAVIA et al., 2008). A banda em 3440 cm™ pode ser decorrente da
presenca de umidade na amostra ou de grupos hidroxila dos demais compostos

presentes na amostra.

Figura 14 — Espectro de infravermelho de GD-3.
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A estrutura de GD-3 foi confirmada por meio da comparacdo dos dados
obtidos da analise da espectrometria de RMN de 'H e de **C com os dados da
literatura para o linoleato de etila (PARK et al., 2014). O espectro de RMN de 'H,
Figuras 15 e 16, evidenciou a presenca do grupo etoxila por meio do quarteto em &y
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4,13 (q, J 7,1 Hz, 2H, H-2’) e do tripleto em &y 1,26 (t, J 7,1 Hz, 3H, H-1). As duas
insaturacdes da molécula foram caracterizadas pelo multipleto na regido de 5,29 a
5,44 ppm, com a integracdo para quatro hidrogénios. O tripleto em oy 2,78 foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos (H-11) situados entre as ligacdes duplas,
enquanto que o sinal em &y 2,29 foi caracterizado como sendo dos hidrogénios
metilénicos (H-2) do carbono adjacente a carbonila do éster. As demais atribui¢cdes

dos deslocamentos quimicos estédo apresentadas na Tabela 10.



Figura 15 — Espectro de RMN *H de GD-3 (linoleato de etila) em CDCl; (400,13 MHz).
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Figura 16 — Espectro de RMN *H de GD-3 (linoleato de etila) em CDCl; (400,13 MHz) expandido.
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O espectro de RMN **C (Figura 17) confirmou a presenca da carbonila do
éster pelo sinal em d¢ 173,9. O grupo etoxila foi evidenciado por meio dos sinais em

dc 60,2 e 14,1 correspondentes a C-2’ e C-1’, respectivamente.



Figura 17 — Espectro de RMN de **C de GD-3 (linoleato de etila) em CDCl; (100,61 MHz).
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos & (ppm) de RMN **C e RMN *'H de GD-3

comparados com a literatura.

o GD-3 O Linoleato de etila (PARK et al.,
2014)
lSC lH lSC lH
C-1 173,9 173,9
C-2 34,4 2,29 (t, J 7,6 Hz, 2H) 34,4 2,29 (2H)
C-3 25,0 25,0
C-4 29,1 -29,6 29,1-296 1,33-1,35(H-4—-H-7)
C-5 29,1 -29,6 29,1-296 1,33-1,35(H-4-H-7)
C-6 29,1 -29,6 29,1-296 1,33-1,35(H-4-H-7)
C-7 29,1-29,6 29,1-296 1,33-1,35(H-4—-H-7)
C-8 27,2 27,2
C-9 128,0 5,29 — 5,44 (m, 4H) 128,1
C-10 1279 5,29 — 5,44 (m, 4H) 1279
C-11 25,6 2,78 (t, J 6,5 Hz, 2H) 25,6
C-12 130,2 5,29 — 5,44 (m, 4H) 131,0
C-13 130,0 5,29 — 5,44 (m, 4H) 130,2
C-14 27,2 27,2
C-15 29,1-29,6 29,4
C-16 315 315
C-17 22,6 22,6
C-18 14,2 0,90 (t, J 6,8 Hz, 3H) 14,3 0,89 (t, 3H)
C-I 60,2 4,13 (g, J 7,1 Hz, 2H) 60,2 4,12 (2H)
C-2 14,1 1,26 (t, J 7,1 Hz, 3H) 14,1 1,25 (t, 3H)

O linoleato de etila € um éster derivado do acido linoleico, este, por sua vez, é

um alimento

funcional

muito utilizado para a diminuicdo das doengas

cardiovasculares, pois reduz os niveis de colesterol e triglicerideos do sangue,
acarretando no aumento da fluidez nos vasos sanguineos e diminui¢cdo da pressao
arterial (ANJO, 2004). O linoleato de etila também possui efeito hipocolesterolémico,
bem como atividades hepatoprotetora, nematicida e anti-histaminica (SUDHA,
CHIDAMBARAMPILLAI; MOHAN, 2013).
componente principal do 6leo volatil do corpo de frutificacdo do cogumelo comestivel

O composto foi identificado como
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Pleurotus sajor-caju (USAMI et al., 2014) e esta presente também em varias plantas
como Allium sativum (alho) e Euphrasia stricta (MILADINOVIC et al., 2014). Allium
sativum possui diversas atividades biolégicas, incluindo a atividade anti-inflamatoria,
que estdo associadas a presenca de compostos volateis de enxofre e também de
compostos mais estaveis como o linoleato de etila. Recentemente, Park e
colaboradores (2014) isolaram o linoleato de etila do 6leo de alho e investigaram sua
atividade anti-inflamatoria, esclarecendo o mecanismo de acdo do composto. Os
autores concluiram, entdo, que os resultados obtidos forneceram a base molecular
para o entendimento dos efeitos de inibigcdo do linoleato de etila sobre a inflamacgé&o
e que o composto pode ser usado como agente farmacolégico no tratamento de

doencas associadas a inflamacéo (PARK et al., 2014).

5.2.2.2 GD-4

GD-4 consistiu de um sdlido branco de ponto de fusao 164°C, cujo teste de
Liebermann-Burchard indicou tratar-se de um esteroide (MATOS, 1988). No espectro
de IV do composto (Figura 18), a banda larga em 3443 cm™ (v O-H) e as bandas em
1099 e 1039 cm™ (V C-O) evidenciaram a presenca de hidroxila. As bandas em
2955, 2931 e 2870 cm™ caracterizaram estiramentos de ligacdes Csp3-H, enquanto
que as bandas em 1458 e 1384 cm™ foram atribuidas a grupos metilénicos (v CH,) e
metilicos (V CHj3), respectivamente. O espectro evidenciou ainda a presenca de

ligacdo dupla (v C=C) por meio da banda em 1632 cm™.
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Figura 18 — Espectro de infravermelho de GD-4.
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O espectro de RMN *H de GD-4, Figura 19, também sugeriu um composto
esteroidal, apresentando diversos sinais na regidao de oy 0,5 a 2,0, referentes a
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos. Foram observados ainda um sinal em
oy 3,6 (1H, H-3), correspondente a um hidrogénio ligado ao carbono carbindlico e
um multipleto na regido de oy 5,14 a 5,24, com integragao para trés hidrogénios, que
indicou a presenca de insaturacoes.

A andlise por CG-EM revelou a presenca de um Uunico constituinte e o
espectro de massas deste (Figura 20) foi idéntico ao espectro do Ergosta-7,22-dien-
3[B-ol (CogH460) (Figura 21), obtido da biblioteca NIST, apresentando pico do ion
molecular em m/z 398 e pico base em m/z 55. A perda de um grupo metilico resultou
no fragmento m/z 383 [M-CH3]". O fragmento em m/z 271 corresponderia a
eliminacdo da cadeia lateral e transferéncia de dois hidrogénios [M-R-2H]*. Tal
decomposicao é caracteristica de esteroides com duas liga¢des duplas, uma em um
dos anéis do nucleo esteroidal e a outra na cadeia lateral (MOSEICHUK et al.,
1984). Os fragmentos m/z 300, 255, [M-R-H,O]", 246 [M-Anel D]*, 107, 91, 81, 69 e
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55 também foram compativeis com dados registrados na literatura para o ergosta-
7,22-dien-33-o0l (MOSEICHUK et al., 1984). As propostas dos mecanismos das

principais fragmentacdes citadas estao representadas na Figura 22.



Figura 19 — Espectro de RMN de *H de GD-4 (ergosta-7,22-dien-3p-ol) em CDCl; (400,13 MHz)
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Figura 20 — Cromatograma obtido por CG-EM de GD-4 e respectivo espectro de

massas.
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Figura 21 — Estrutura do Ergosta-7,22-dien-33-ol (GD-4).
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Figura 22 — Principais fragmentacdes do espectro de massas para o ergosta-7,22-

dien-3[3-ol.
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A estrutura de GD-4 foi inequivocamente determinada como sendo o ergosta-

7,22-dien-3p-ol pelos dados do espectro de RMN de **C, Figura 23. Os sinais em 3¢

117,4 (C-7), 139,6 (C-8), 135,7 (C-22) e 131,9 (C-23) confirmaram a presenca de
duas ligagbes duplas, enquanto que o sinal em &c 71,1, atribuido ao carbono

carbindlico (C-3), evidenciou a presenca de uma hidroxila. Os demais sinais foram

atribuidos aos carbonos sp*® e também foram concordantes com os deslocamentos

quimicos dos carbonos do ergosta-7,22-dien-33-ol registrados na literatura (SEO et

al., 2009) (Tabela 11).

Tabela 11 — Deslocamentos quimicos 3¢ (ppm) de RMN *3C de GD-4 comparados

com valores descritos na literatura.

Posicao Oc GD-4 (100,61 MHz,
CDCly)

Oc Ergosta-7,22-dien-33-ol (SEO
et al., 2009) (100 MHz, CDCly)

37,1
28,1
71,1
38,0

A W DN R

37,4
28,3
71,3
38,2
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5 40,3 40,5
6 315 31,7
7 117,4 117,7
8 139,6 139,8
9 49,4 49,7
10 34,2 34,4
11 21,5 21,8
12 39,4 39,7
13 43,3 43,5
14 55,1 55,3
15 22,9 23,1
16 29,6 29,9
17 55,9 56,2
18 12,1 12,3
19 13,0 13,2
20 40,5 40,7
21 21,1 21,3
22 135,7 135,9
23 131,9 132,1
24 42,8 43,0
25 33,1 33,3
26 19,9 20,2
27 19,6 19,9
28 17,6 17,8

O ergosta-7,22-dien-3p3-ol se destaca como sendo um dos esteroides mais
isolados do género Ganoderma, tendo sido encontrado nas espécies de G.
mastoporum (THANG et al., 2013), G. pfeifferi (NIEDERMEYER et al., 2005), G
applanatum e G. neo-japonicum (GAN; KUO; LIN, 1998), bem como em G. annulare
coletado na regido de Capanema, litoral do Parand (SMANIA et al., 2003).
Recentemente, Pereira e colaboradores (2014b) demonstraram que o ergosta-7,22-
dien-33-ol possui atividade contra células de neuroblastoma (SH-SY5Y), inibindo o
ciclo celular entre GO/G1. Além disso, 0 mesmo grupo verificou um aumento do

efeito anti-inflamatério desse composto quando administrado conjuntamente com
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acidos graxos insaturados (acidos cis-eicos-11-endico e cis-eicosa-11,14-diendico)
(PEREIRA et al., 2014a).



Figura 23 — Espectro de RMN de **C de GD-4 (ergosta-7,22-dien-3p-ol) em CDCl; (100,61 MHz).
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5.2.2.3 Mistura de GD-4 e GD-5

A mistura consistiu de um sélido branco que apresentou uma Unica mancha
qguando analisado por CCD revelada com vanilina sulfarica e aguecimento. A analise
por CG-EM indicou tratar-se de uma mistura de dois constituintes de dificil

separacao, conforme mostrado no cromatograma da Figura 24.

Figura 24 — Cromatograma obtido por CG-EM da mistura de GD-4 e GD-5.

331,157,001

504

1
J 4
0

10 20 30

Intensidade (%)

t (min)

Os espectros de massas das substancias apresentaram picos dos ions
moleculares em m/z 396, para 0 composto relativo ao pico 1, e m/z 398, para o
composto referente ao pico 2, indicando que o composto 1 continha uma ligacao
dupla a mais que o constituinte 2. De fato, a pesquisa no banco de dados da
biblioteca NIST mostrou que o espectro de massas do constituinte correspondente
ao pico 1 era idéntico ao do ergosterol (C,gH440) e que o espectro do composto 2
correspondia a estrutura do ergosta-7,22-dien-33-ol (Figura 25) composto ja isolado
anteriormente e denominado de GD-4. O espectro de massas do composto
correspondente ao pico 1, agora denominado de GD-5, também apresentou pico
base em m/z 55 e demais picos equivalentes aos do composto GD-4, com excec¢ao
do pico do ion molecular (m/z 396) e dos fragmentos em m/z 363 [M-CHs-H,O]", 337
[M-59]" e 253, conforme mostrado na Figura 26. Todos os dados do espectro de
massas foram condizentes com os registrados na literatura para o ergosterol
(MOSEICHUK et al., 1984).
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Figura 25 — Estrutura do ergosterol (GD-5) e do ergosta-7,22-dien-3(3-ol (GD-4).
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O espectro de RMN de *H da mistura (Figura 27) foi semelhante ao observado
para o ergosta-7,22-dien-3p3-ol, com exce¢do da presenca de mais quatro
hidrogénios olefinicos e de mais um hidrogénio ligado ao carbono carbinélico em 3,7
ppm. Na regido de absorcédo dos prétons olefinicos, destaca-se a presenca de um
duplo dupleto em &4 5,58 (dd, J* 5,5 Hz, J* 2,2 Hz, 1H) atribuido ao H-6 e do
multipleto em dy 5,39 (m, 1H) do H-7, referentes a ligacdo dupla adicional da
estrutura do ergosterol (SEO et al., 2009).
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Figura 27 — Espectro de RMN de *H da mistura de GD-5 e GD-4 (ergosterol e ergosta-7,22-dien-3f-ol) em CDCl; (400,13 MHz).
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O espectro de RMN de *3C apresentou 10 picos na regido de carbono
insaturado, correspondentes as trés ligacées duplas do ergosterol [6c 139,8 (C-5);
119,6 (C-6); 116,3 (C-7); 141,4 (C-8); 135,6 (C-22) e 132,0 (C-23)] e duas do
ergosta-7,22-dien-33-ol [0¢ 117,4 (C-7); 139,6 (C-8); 135,7 (C-22) e 131,9 (C-23)].
Também foram observados dois sinais atribuidos a carbonos carbindlicos, um em
70,5 ppm, correspondente a C-3 do ergosterol (GD-5) e outro em 71,2 ppm,
referente a C-3 do ergosta-7,22-dien-33-ol. Todos os sinais foram concordantes com
os deslocamentos quimicos dos carbonos do ergosta-7,22-dien-33-ol (GD-4) e do
ergosterol (GD-5) (Figura 28) (Tabela 12) registrados na literatura (SEO et al., 2009).
O aumento da intensidade dos sinais de carbonos coincidentes para as duas

estruturas confirmou também a mistura dos dois esteroides.
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Figura 28 — Espectro de RMN de **C da mistura de GD-5 e GD-4 (ergosterol e ergosta-7,22-dien-3p-ol) em CDClz (100,61 MHz).
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos 3¢ (ppm) de RMN **C de GD-5 comparados

com valores descritos na literatura para o ergosterol.

Posicdo &¢ GD-5 (100,61 MHz, CDCl5) Oc Ergosterol (SEO et al., 2009)
(100 MHz, CDCly)

1 38,4 38,6
2 32,0 32,2
3 70,5 70,7
4 40,8 41,0
5 139,8 140,0
6 119,6 119,8
7 116,3 116,5
8 141,4 141,6
9 46,2 46,5
10 37,0 37,2
11 21,5 21,7
12 39,1 39,3
13 42,8 43,0
14 54,5 54,8
15 23,0 23,2
16 28,3 28,5
17 55,7 55,9
18 12,0 12,3
19 16,3 16,5
20 40,4 40,6
21 21,1 21,3
22 135,6 135,8
23 132,0 132,2
24 43,3 43,0
25 33,1 33,3
26 19,6 19,9
27 19,9 20,2
28 17,6 17,8
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O ergosterol € muito encontrado em fungos, estando completamente ou
guase ausente em animais, vegetais e bactérias. Esta substdncia é um dos
constituintes essenciais para a manutencdo do micro-organismo, visto que confere
rigidez, fluidez e permeabilidade a membrana celular. Além de desempenhar papel
importante como precursor da vitamina D,, o ergosterol e seus derivados foram
identificados como alguns dos responsaveis pela diminuicdo dos niveis sanguineos
de colesterol e triglicerideos em humanos. Outros efeitos benéficos encontrados
para este composto foram as atividades antioxidante, antiangiogénica e
anticancerigena (HE et al., 2014). Seo e colaboradores (2009) relataram que o
ergosterol, juntamente com o &cido ganodérico Sz, apresentou potente atividade

anticomplementar podendo ser utilizado na terapia de doencas inflamatérias.

5.2.2.4 Mistura de ésteres de esteroides GD-1 e GD-2

A mistura consistiu de um sélido branco que apresentou uma Unica mancha
guando analisado em CCD, revelada com vanilina sulftrica. O teste de Liebermann-
Burchard indicou a presenca de esteroide pelo desenvolvimento da coloracdo azul
seguida de cor verde persistente (MATOS, 1988), Figura 29.

Figura 29 — Resultado do teste de

Liebermann-Burchard para a
mistura GD-1 e GD-2.
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O espectro de infravermelho (Figura 30) apresentou bandas de absor¢cao em
2955, 2916 e 2850 cm™ que foram atribuidas ao estiramento da ligagdo Csp’-H. As
bandas intensas em 1740 e 1735 cm™ indicaram a presenca de carbonilas de
ésteres (V C=0), enquanto que a banda em 1179 cm™ foi atribuida & ligagéo C-O. O
estiramento de ligacdo dupla foi observado pela banda de intensidade média em
1654 cm™. A banda em 1463 cm™ indicou a presenca de grupo metilénico (Vv CHy),
enquanto que a banda em 725 cm™ foi caracteristica de quatro ou mais grupos CH;

em cadeia aberta.

Figura 30 — Espectro de infravermelho da mistura de GD-1 e GD-2.
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O espectro de RMN de 'H, Figura 31, mostrou-se muito complexo devido a
sobreposicao dos sinais de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos entre 0,5 e
2,5 ppm. O multipleto em &y 4,72 foi caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
oxigenado. Na regido de hidrogénios vinilicos, os sinais em &y 5,27 (m, 7H), 5,39 (m,
1H) e 5,57 (dd, J* 5,7 Hz, J* 2,7 Hz, 1H) foram muito semelhantes aos valores de
deslocamentos encontrados no espectro da mistura de ergosterol (GD-5) e ergosta-
7,22-dien-3[3-ol (GD-4), descritos anteriormente (Figura 27).
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A andlise do espectro de RMN *3C (Figura 32) confirmou a presenca de duas
carbonilas pelos sinais em &¢ 173,5 e 173,3. O espectro indicou ainda a existéncia
de cinco insaturacfes por meio dos sinais em d¢ 141,5, 139,5, 138,6, 135,7, 135,6,
132,0, 131,9, 120,1, 117,3 e 116,3, cujos deslocamentos quimicos foram também,
muito préximos daqueles encontrados para os carbonos sp? da mistura de ergosterol
(GD-5) e ergosta-7,22-dien-33-ol (GD-4). Comparando os deslocamentos de
carbono sp® da presente mistura com o espectro de RMN **C de GD-4 e GD-5,
foram observados valores muito proximos, com excecao dos carbonos oxigenados,
gue aparecem um pouco mais desprotegidos no espectro da mistura de GD-1 e GD-
2 (72,5 e 73,1 ppm, respectivamente) em relacdo aos da mistura de ergosterol e
ergosta-7,22-dien-33-ol (71,1 e 70,5 ppm), indicando que as hidroxilas estariam
esterificadas. Outra diferenca observada nos espectros foi a presenca de varios
sinais na regido de d¢ 28,1 a 29,7 no espectro de RMN **C que foram confirmados
por meio do experimento de DEPT 135, tratarem-se de pelo menos nove grupos

metilénicos (Figura 33).



Figura 31 — Espectro de RMN de *H da mistura de GD-1 e GD-2 em CDCl; (400,13 MHz).
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Figura 32 — Espectro de RMN de **C da mistura de GD-1 e GD-2 em CDCl; (100,61 MHz).
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Figura 33 — Experimento de DEPT 135 da regido entre 37 a 28 ppm da mistura de
GD-1 e GD-2 (100,61 MHz, CDCly).
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Os dados analisados sugeriram que o0 constituinte em analise tratava-se de
uma mistura de ergosterol e ergosta-7,22-dien-33-ol esterificados com acido graxo.
De fato, no espectro de RMN de *C da mistura de GD-1 e GD-2 foi possivel
identificar deslocamentos quimicos similares a todos os sinais atribuidos a estrutura
do estearato de ergosterila (C4H7802) (Tabela 13), sintetizado por Komura e
colaboradores (2008).

A analise por espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-
MS) da mistura de GD-1 e GD-2 confirmou a estrutura de GD-1 como estearato de
ergosterila (Figura 34) por meio do aduto em m/z 685 [M + Na]*, que indicou uma
massa molecular de 662 u (Figura 35). Conforme descrito na literatura, este
constituinte foi identificado na fracdo lipidica de Saccharomyces cerevisiae
(REZANKA, 1992) e no corpo de frutificacdo do fungo Hericium erinaceum (LI et al.,
2014), no entanto, é a primeira vez que se isola o estearato de ergosterila no género

Ganoderma.
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Tabela 13 — Deslocamentos quimicos d¢ (ppm) de RMN de **C de GD-1 comparados

com valores descritos na literatura para o estearato de ergosterila.

Posicéao Oc Mistura de GD-1 e GD- &¢ Estearato de ergosterila (KOMURA,
2 (100,61 MHz, CDCls3) K. et al., 2008) (125 MHz, CDCl5)
C-1 37,9 38,0
C-2 31,9 32,0
C-3 72,5 72,5
C-4 40,4 40,5
C-5 138,7 138,7
C-6 120,1 120,2
C-7 116,3 116,4
C-8 141,5 1415
C-9 46,0 46,1
C-10 37,1 37,2
C-11 21,0 21,1
C-12 39,0 39,1
C-13 42,8 42,9
C-14 54,5 54,6
C-15 23,0 23,1
C-16 28,3 28,4
C-17 55,7 55,7
C-18 12,1 12,1
C-19 16,2 16,3
C-20 40,5 40,5
Cc-21 21,1 21,2
C-22 135,6 135,6
C-23 132,0 132,1
C-24 43,3 42,9
C-25 33,1 33,2
C-26 19,6 19,7
C-27 20,0 20,0
C-28 17,6 17,7
C-1 173,4 173,4
C-2' 34,8 35,0
C-3 31,9 32,0
C-4' - C-1%5’ 28,1 —-29,7 28,2 -29,8
C-16’ 25,1 25,1
C-17 22,7 22,8
C-18’ 14,1 14,2
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Figura 34 — Estrutura do estearato de ergosterila.

Figura 35 — Espectro de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-MS) da mistura
de GD-1 e GD-2.
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Apesar dos dados de RMN de *H e *3C indicarem que o outro composto, GD-2,
da mistura seria o estearato de ergosta-7,22-dien-3-ila, ndo foi possivel caracterizar
todos os carbonos da estrutura proposta, devido a complexidade dos espectros da
mistura. Além disso, o aduto correspondente a massa molecular desta estrutura néo
foi detectada no espectro de ESI-MS. Entretanto, relatos na literatura indicam que
ésteres deste esteroide ja foram isolados de corpo de frutificacdo de Ganoderma sp,
como o palmitato (LIN; TOME; WON, 1990) e pentadecanoato de ergosta-7,22-dien-
3B-ila (ZIEGENBEIN; HANSSEN; KONIG, 2006). Desta forma, pode-se inferir que

GD-2 trata-se do ergosta-7,22-dien-33-ol esterificado com acido graxo, porém néo foi
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possivel estabelecer o nimero de carbonos deste acido graxo e, portanto, a estrutura
de GD-2 néo pode ser completamente elucidada.

A importancia da presenca do estearato de ergosterol no cogumelo em estudo
reside no fato de que, por ser esta molécula mais lipossoltvel do que o ergosterol, os
efeitos benéficos desta substancia seriam potencializados. Nos Ultimos anos, um
grande numero de estudos foram desenvolvidos para sintetizar ésteres de acidos
graxos de fitoesterdides utilizando tanto a esterificacdo quimica como a catalise por
lipases (HE et al., 2014).

5.3 DADOS ESPECTRAIS E ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE G. CF. STIPITATUM

5.3.1 Estearato de ergosterila (GD-1) em mistura com (GD-2)

Sodlido (10,1 mg).

Estearato de ergosterila (Ergosta-5,7,22-trien-3(3-o0l, 3-octadecanoato)
(CasH7502): ESI-MS (m/z) 662; *H NMR (400,13 MHz, CDCls) 84 5,57 (dd, 1H, J = 5,8
e 2,7 Hz), 5,39 (m, 1H), 5,27 (m), 4,72 (m, H-3); *C NMR (100,61 MHz, CDCls) 3¢
37,9 (C-1), 31,9 (C-2), 72,5 (C-3), 40,4 (C-4), 138,7 (C-5), 120,1 (C-6), 116,3 (C-7),
141,5 (C-8), 46,0 (C-9), 37,1 (C-10), 21,0 (C-11), 39,0 (C-12), 42,8 (C-13), 54,5 (C-
14), 23,0 (C-15), 28,3 (C-16), 55,7 (C-17), 12,1 (C-18), 16,2 (C-19), 40,5 (C-20), 21,1
(C-21), 135,6 (C-22), 132,0 (C-23), 43,3 (C-24), 33,1 (C-25), 19,6 (C-26), 20,0 (C-27),
17,6 (C-28), 173,4 (C-1"), 34,8 (C-2), 31,9 (C-3'), 28,1 — 29,7 (C-4’ — C-15"), 25,1 (C-
16", 22,7 (C-17), 14,1 (C-18").
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5.3.2 Linoleato de etila (GD-3)

Oleo (27,1 mg).

Linoleato de etila, (9-cis,12-cis)-octadeca-9,12-dienoato de etila (CyoH3605):
CG-MS (m/z): 308 [M]*, 279, 262, 220, 109, 95, 81, 67, 55; IR (KBr) vmax 2931, 2857,
1734, 1637, 1463, 1374, 1183, 1097, 1032, 772, 727, 667 cm™; *H NMR (400,13 MHz,
CDClI3) 64 5,36 (m, 4H, H-9, H-10, H-12, H-13), 4,13 (q, 2H, J = 7,1 Hz, H-1"), 2,78 (t,
2H, J = 6,5 Hz, H-11), 2,29 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-2), 1,26 (t, 3H, J = 7,1 Hz, H-2"), 0,90
(t, 3H, J = 6,8 Hz, H-18); *C NMR (100,61 MHz, CDCls) 8¢ 173,9 (C-1), 34,4 (C-2),
25,0 (C-3), 29,1 — 29,6 (C-4, C-5, C-6, C-7), 27,2 (C-8), 128,0 (C-9), 127,9 (C-10),
25,6 (C-11), 130,2 (C-12), 130,0 (C-13), 27,2 (C-14), 29,1 — 29,6 (C-15), 31,5 (C-16),
22,6 (C-17), 14,2 (C-18), 60,2 (C-1"), 14,1 (C-2)).

5.3.3 Ergosta-7,22-dien-33-ol (GD-4)

Ergosta-7,22-dien-3[3-ol (stella sterol) (CogH460O): solido branco (72,0 mg);
Recristalizado em: mistura de hexano e diclorometano; P.F.: 164°C; CG-MS (m/z):
398 [M]", 383, 271, 255, 246, 107, 91, 81, 69, 55; IR (KBr) vmax 3443, 2955, 2931,
2870, 1632, 1458, 1384, 1158, 1099, 1039, 968 cm™; *H NMR (400,13 MHz, CDCls)
34 5,2 (m), 3,6 (M); *C NMR (100,61 MHz, CDCls) 3¢ 37,1 (C-1), 28,1 (C-2), 71,1 (C-
3), 38,0 (C-4), 40,3 (C-5), 31,5 (C-6), 117,4 (C-7), 139,6 (C-8), 49,4 (C-9), 34,2 (C-10),
21,5 (C-11), 39,4 (C-12), 43,3 (C-13), 55,1 (C-14), 22,9 (C-15), 29,6 (C-16), 55,9 (C-
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17), 12,1 (C-18), 13,0 (C-19), 40,5 (C-20), 21,1 (C-21), 135,7 (C-22), 131,9 (C-23),
42,8 (C-24), 33,1 (C-25), 19,9 (C-26), 19,6 (C-27), 17,6 (C-28).

5.3.4 Ergosterol (GD-5) em mistura com ergosta-7,22-dien-33-ol (GD-4)

Solido branco (18,1 mg)

Ergosterol (Ergosta-5,7,22-trien-3B3-ol) (CogH40): CG-MS (m/z): 396 [M]", 363,
337, 271, 253, 105, 91, 81, 69, 55; *H NMR (400,13 MHz, CDCls) ;5,58 (dd, J = 5,5
e 2,2 Hz, H-6), 5,39 (m, H-7); *C NMR (100,61 MHz, CDCls) d¢ 38,4 (C-1), 32,0 (C-2),
70,5 (C-3), 40,8 (C-4), 139,8 (C-5), 119,6 (C-6), 116,3 (C-7), 141,4 (C-8), 46,2 (C-9),
37,0 (C-10), 21,5 (C-11), 39,1 (C-12), 42,8 (C-13), 54,5 (C-14), 23,0 (C-15), 28,3 (C-
16), 55,7 (C-17), 12,0 (C-18), 16,3 (C-19), 40,4 (C-20), 21,1 (C-21), 135,6 (C-22),
132,0 (C-23), 43,3 (C-24), 33,1 (C-25), 19,6 (C-26), 19,9 (C-27), 17,6 (C-28).
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5.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.4.1 Avaliacdo da Atividade Antiproliferativa

A avaliacao da atividade antiproliferativa do extrato etandlico de Ganoderma cf.
stipitatum contra linhagens celulares mostrou maior atuacéo para as células tumorais
de adenocarcinoma de mama (MCF-7, ICsy 61,66 pg mL?) e de carcinoma
hepatocelular (HepG2 C3a, ICso 36,04 ug mL?') em relacdo & linhagem nao
tumorogénica de mama (HB4a, ICso > 400 pg mL™Y) (Figura 36). Em razdo da
semelhanca existente entre as células tumorais e células vizinhas saudaveis, ha
grande dificuldade de se encontrar farmacos anticancerigenos de acao seletiva, por
isso os resultados demonstram o potencial do extrato para uso clinico (BRANDAO et
al., 2010). Nota-se também que a atividade do extrato em todas as linhagens foi dose-

dependente.

Figura 36 — Efeito antiproliferativo do extrato etandlico de Ganoderma cf. stipitatum
em células de HB4a, MCF-7 e HepG2 C3a ap0s 48 horas de exposi¢cdo. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo de 8 réplicas técnicas (CN: controle

negativo; CS: controle do solvente).
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Os resultados deste trabalho foram bastante significativos quando comparados
aos obtidos por Yue e colaboradores (2006) que avaliaram a atividade antiproliferativa
em linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 (cancer de mama altamente invasivo)
de extrato aquoso de espécies de Ganoderma lucidum, G. sinense e G. tsugae. Neste
estudo, todos os extratos inibiram a proliferacdo celular, todavia o extrato de G.
tsugae, que foi mais ativo (ICsp 214,3 ug mL™Y), apresentou atividade menos
pronunciada do que a demonstrada pelo extrato de Ganoderma cf. stipitatum (ICs
61,66 ug mL™). Apesar dos extratos analisados nos dois estudos serem aquosos, as
diferencas entre os resultados obtidos foram bastante significativas. No estudo citado,
também foi verificado o efeito seletivo para células tumorais, em compara¢cédo com as
células de mama normais (HMEC). Outro trabalho (HU et al., 2002) reportou que o
extrato etandlico de G. lucidum diminuiu a proliferacdo celular de MCF-7 por meio de
mecanismos que inibem o ciclo celular na fase G1. Além disso, 0 mesmo extrato
induziu a apoptose das células tumorais, resultados concordantes com este trabalho,
pois as micrografias das células de MCF-7 apés o tratamento com o extrato também
demonstram a apoptose celular (Figura 37).

A importancia da atuagcdo do extrato de Ganoderma cf. stipitatum sobre a
diminuicéo da proliferagéo celular de HepG2 C3a se deve ao alto poder de metastase
do carcinoma hepatocelular. Weng e colaboradores (2009) sugeriram que este efeito
poderia estar relacionado a acdo dos triterpenos acidos lucidénicos A, B, C e N
presente no extrato etandlico de G. lucidum. Foi observado também que a inibi¢cdo da
invasdo celular se deve a supressdo da atividade da enzima metaloproteinase da
matriz MMP-9, uma das responsaveis pela degradacdo do colageno do tipo IV

durante o processo de infiltracdo do carcinoma.



Figura 37 — Micrografias das células de MCF-7 ap0s o tratamento com
diversas concentracdes do extrato etanolico de Ganoderma cf. stipitatum. CN:

controle negativo e CS: controle de solvente.
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5.4.2 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de
Ganoderma cf. stipitatum foi aplicada a técnica de microdiluicio em caldo (CLSI,
2012), utlizando as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29212).

O extrato apresentou efeito bacteriostatico sobre Enterococcus faecalis (Gram
positiva) mas foi inativo para as demais cepas, nas condicbes empregadas neste
experimento. Sharifi e colaboradores (2012) verificaram que fracbes de
polissacarideos de Ganoderma stipitatum e outras espécies do género, coletadas na
regido norte do Iran, demonstraram atividade contra cepas de Escherichia coli,

Proteus mirabilis e Klebsiella pneumonia (MIC 64 pg mL™).

5.5 OBTENCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS

5.5.1 Producéo de exopolissacarideos.

Neste experimento, foi observada pela primeira vez a producdao de
exopolissacarideos (EPS) pelo fungo isolado Ganoderma cf. stipitatum. Foi verificada
também que a maior producdo de EPS (0,16 g L™) foi obtida no Meio 2, no qual a
sacarose foi a fonte de carbono utilizada para o fungo se desenvolver, enquanto que a
menor (0,09 g L™ foi no Meio 3, no qual a glucose foi a fonte de carbono. No Meio 1 a
producéo de EPS foi de 0,11 g L™. O polissacarideo produzido no meio de cultivo 2
(EPS-2) foi 0 escolhido para a analise estrutural por RMN *3C.

Embora a glucose seja considerada, biologicamente, uma fonte de energia
mais efetiva, a comparacdo dos meios 2 e 3, demonstra que a sacarose comercial foi
melhor como fonte de carbono para a producdo do EPS por Ganoderma cf. stiptatum.
O motivo da preferéncia pela sacarose ainda € desconhecido, mas observacdes
similares foram reportadas na sintese da botriosferana pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria sp.(STELUTI et al., 2004) e na producédo da a-glucana pululana pelo
Aureobasidium pullulans (SHINGEL, 2004).
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5.5.2 Andlise do EPS-2 por RMN de *C

O espectro de RMN de **C do EPS-2, Figura 38, foi semelhante ao espectro
encontrado na literatura para -D-glucanas (BARBOSA et al., 2003). O sinal em 104,2
ppm foi atribuido ao carbono anomérico (C-1) de B-glucose. Este, de acordo com a
literatura, apresenta deslocamento quimico em dc 104, enquanto que carbonos
anoméricos de a-glucose estdo mais protegidos e apresentam sinal em 100 ppm
(BARBOSA et al., 2003). O deslocamento quimico em d¢ 61,9 foi comparado com a
literatura e atribuido a carbonos C-6 livres. O sinal diminuto de C-6 livre em
comparacado com o carbono anomérico C-1, sugere a existéncia do carbono 6 ligado
na forma (1-6). Os demais sinais foram atribuidos de acordo com a literatura, e
estdo representados na Tabela 14. Estes resultados indicam que o0s
exopolissacarideos (EPS-2) produzidos pelo G. cf. stipitatum sdo (3-D-glucanas, e por
meio da comparacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos com os dados da
literatura, pode-se inferir que esté presente na estrutura ligacdes do tipo 1.3 e 1-6.
No entanto, é necessaria a confirmacao, por meio de reacédo de metilacdo seguida de
analise quantitativa de seus derivados e de reacdo de hidrdlise, a fim de verificar a
composicdo monossacaridica dos EPS (BARBOSA; CUNHA; PIGATTO, 2004).

Os resultados relatados sado concordantes com a literatura, visto que as 3-D-
glucanas (1-3) e (1-6) sdo comumente produzidas no meio de cultivo ou isoladas
do corpo de frutificagdo de espécies de Ganoderma (LIU, Y. et al., 2014c; NIE et al.,
2013). Estes polissacarideos fungicos possuem interessantes atividades biolégicas
como: anticancerigena, anti-inflamatéria e imunomoduladoras (BARBOSA et al., 2003;
NIE et al., 2013).



80

Figura 38 — Espectro de RMN **C dos EPS-2 em sonda de sélido (100,61 MHz).
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Tabela 14 — Deslocamento quimico dos carbonos EPS-2 comparados com os dados

da literatura.

Tipo de ligacao

Deslocamentos quimicos d¢ (ppm)

Cl C2 C3 C4 Cb5 C6
EPS-2 104,2 74,2 86,8 68,9 61,9
Komura et al., (2014) - 3)-p-D-Glcp-(1- 1030 73,3 844 681 759 60,7
Smiderle et al., -3)-p-D-Glep-(1- 102,7 72,6 859 68,2 76,0 60,7
(2014)

Liu Y. etal., (2014c) —3)-B-D-Glcp-(1—» 102,9 72,8 86,5 684 76,1 60,7

O presente estudo, portanto, avaliou pela primeira vez 0s constituintes

guimicos da espécie Ganoderma cf. stipitatum, identificando a ocorréncia do estearato

de ergosterol que ainda néo tinha sido descrito no género Ganoderma. Os efeitos

seletivos sobre a proliferagao celular em linhagens cancerosas, adenocarcinoma de

mama e carcinoma hepatocelular, evidenciam que esta espécie apresenta potencial
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como farmaco anticancerigeno, no entanto, sera necesséario realizar os mesmos
ensaios para as fragOes obtidas do extrato, bem como das substancias isoladas, a fim

de identificar quais compostos contribuem para esta atividade.
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CONCLUSAO

A partir do processo de isolamento dos constituintes quimicos do extrato
etandlico de Ganoderma cf. stipitatum foram identificados o linoleato de etila e os
compostos esteroidais: ergosta-7,22-dien-3[3-ol, ergosterol e estearato de ergosterol,
sendo este identificado pela primeira vez no género Ganoderma.

O trabalho também demonstrou que o extrato exerce efeitos significativos
sobre a proliferacao celular em linhagens de adenocarcinoma de mama e carcinoma
hepatocelular de maneira seletiva e dose-dependente. Em relacdo a atividade
antibacteriana, foi observado efeito bacteriostatico do extrato etandlico para
Enterococcus faecalis.

A producdo de exopolissacarideos foi descrita pela primeira vez para a
espécie Ganoderma cf. stipitatum, constatando-se maior rendimento dos EPS no
meio de cultivo contendo sacarose comercial como fonte de carbono. Por meio das
comparacbes dos dados do espectro de RMN de *C com os registrados na
literatura, foi possivel concluir que EPS-2 trata-se de uma [-D-glucana que

apresenta ligagcdes dotipo 1 -3 e 1 6.
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COLABORADORES

Departamento de Quimica/lUEL — Laboratério de Pesquisa em Moléculas
Bioativas (LPMB): Realizacdo do estudo quimico de Ganoderma cf. stipitatum
(Murrill) Murrill.

Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-UEL/FINEP):
Realizagdo dos experimentos de ressonancia magnética nuclear.
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia/UEL: Realizacdo de
identificacdo filogenética de Ganoderma cf. stipitatum.

Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP) — Realizacdo da analise por espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray (ESI-MS).

Departamento de Biologia Geral/lUEL — Laboratério de Genética Toxicoldgica:
Realizagdo dos ensaios de atividade antiproliferativa em linhagens de células
humanas.

Departamento de Patologia, Andlises Clinicas e Toxicoldgicas/UEL —
Laboratorio de Microbiologia: Realizagdo dos ensaios de atividade

antimicrobiana.
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