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RESUMO

Os diversos beneficios dos polissacarideos bioativos extraidos de cogumelos tém sido
amplamente estudados e comprovados. Os estudos mostram atividades antiviral, anti-
inflamatdria e antioxidante. Esta pesquisa avaliou as composi¢des quimicas e as propriedades
bioldgicas dos polissacarideos bioativos (glucanas) extraidos dos cogumelos Lentinus edodes
e Agaricus brasiliensis, assim como as composi¢fes destes com polissacarideos extraidos da
Aloe vera. Os polissacarideos foram extraidos em meio aquoso, com precipitacdo em etanol, e
0os materiais isolados foram avaliados quanto ao rendimento, comportamento reoldgico,
composicdo quimica através de Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), citotoxicidade e atividade antioxidante. O
comportamento reolégico dos polissacarideos isolados foi avaliado em Re6metro modelo AR
550 em sensor do tipo cone-placa. As solucbes foram avaliadas em diferentes concentracdes
(1, 3,5, 7 e 10%), a 25°C e em triplicata, mostrando um comportamento Newtoniano para 0s
polissacarideos extraidos do Agaricus brasiliensis, ndo se observando variacdo significativa
na viscosidade com a mudanga da concentracdo. Para os polissacarideos extraidos do
Lentinus edodes, observou-se um comportamento pseudopléastico. Os resultados obtidos da
massa molar viscosimétrica estdo de acordo com a massa molecular média ponderal (Mw)
obtida na andlise de cromatografia de permeacdo em gel, apresentando um maior resultado
para os polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis. Os dados dos diagramas de fase,
certificados por meio do modulo de cisalhamento dindmico ou de armazenamento (G’) e pelo
modulo de perda ou de viscosidade (G”), demonstram que a adigdo dos polissacarideos
diminui a faixa de temperatura em que o copolimero F127 se mantem na fase gel, sendo mais
notdrio nos polissacarideos do Agaricus brasiliensis. Os resultados obtidos do AFM indicam
gue os polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis possuem uma estrutura em forma de
novelo, enquanto que os polissacarideos isolados do Lentinus edodes apresentam uma
estrutura ramificada. A atividade antioxidante foi avaliada pelo métodode quelagdo do ion

ferroso, obtendo um resultado significante.

Palavras-chave: Agaricus brasiliensis; Lentinus edodes; Aloe vera; Polissacarideos bioativos;

Caracterizacdo Quimica; Diagrama de Fases; Reologia e Atividades biologicas.



ABSTRACT

The various benefits of bioactive polysaccharides extracted from mushrooms have been
extensively studied and verified. The studies show antiviral, anti-inflammatory and
antioxidant activities. This research evaluated the chemical compositions and biological
properties of the bioactive polysaccharides (glucans) extracted from the mushrooms Lentinus
edodes and Agaricus brasiliensis, as well as their compositions with polysaccharides
extracted from Aloe vera. The polysaccharides were extracted in aqueous medium, with
precipitation in ethanol, and the isolated materials were evaluated for yield, rheological
behavior, chemical composition through infrared spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic
resonance (NMR), cytotoxicity and antioxidant activity. The rheological behavior of the
isolated polysaccharides was evaluated in a Rheometer model AR 550 in cone-plate type
sensor. The solutions were evaluated at different concentrations (1, 3, 5, 7 and 10%), at 25°C
and in triplicate, showing a Newtonian behavior for the polysaccharides extracted from
Agaricus brasiliensis, without significant change in viscosity with the change in
concentration. For the polysaccharides extracted from Lentinus edodes, a pseudoplastic
behavior was observed. The results obtained from the viscous molar mass agree with the
average molecular mass (Mw) obtained in the analysis of the gel permeation chromatography,
presenting a greater result for the polysaccharides isolated from Agaricus brasiliensis. The
data of the phase diagrams, certified by the dynamic or storage shear modulus (G ) and by the
loss or viscosity modulus (G "), demonstrate that the addition of the polysaccharides
decreases the temperature range at which the F127 copolymer remains in the gel. The results
obtained from the AFM indicate that the polysaccharides isolated from Agaricus brasiliensis
have a ball structure, whereas the polysaccharides isolated from Lentinus edodes have a
branched structure. The antioxidant activity was evaluated by the ferrous ion chelate method,

obtaining a significant result through the iron ion reduction method.

Keywords: Agaricus brasiliensis; Lentinus edodes; Aloe vera; Bioactive polysaccharides;

Chemical characterization; Phase Diagram; Rheology and Biological activities.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cogumelos

As importancias nutricional e medicinal dos cogumelos tém sido amplamente estudadas e
comprovadas, sendo cultivados e utilizados como alimento em muitos paises (Chang et al,
2001; Dong et al, 2002).

Pesquisas na busca do potencial farmacolégico dos cogumelos tem aumentado,
principalmente em paises asiaticos, explorando suas propriedades medicinais, para que 0s
mesmos possam ser utilizados em diversas atividades terapéuticas (Gonzaga, 2006).

As propriedades terapéuticas dos cogumelos estdo relacionadas com a presenca de
substancias que contém polissacarideos de ligacGes B-glicosidica, como as B-glucanas, que
estimulariam o sistema imunolégico (Mizuno, 1990; Guillamén et al, 2010), sendo
apresentadas nas Figuras 1 e 2 as estruturas das principais glucanas com propriedades

terapéuticas (Surenjav, 2006).

Figura 1 - Representacio das estruturas de glucanas a (1—4) (a) e o (1—6) (b).

| @ ] = (b)
Ho ©OH " ho Mo
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Figura 2 - Representacio das estruturas de glucanas f (1—3) (a) e p(1—6) (b).
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1.1.1 Agaricus brasiliensis

O Agaricus brasiliensis, um cogumelo nativo do Brasil, € uma espécie de fungo
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pertencente a classe Basidiomycetes, mais conhecido como cogumelo do sol (Figura 3),
cultivado em escala comercial em regides proximas a costa atlantica, mas tendo sua producgéo
expandida de Sdo Paulo para outros lugares do pais (Mendonca et al, 2005) e do mundo
(Wasser, 2002).

Tem em sua composi¢do nutricional a presenca de proteinas (40 a 45%), carboidratos
(38 a 45%), fibras (6 a 8%), cinzas (5 a 7%) e lipidios (3 a 4%), havendo variacdo desses
valores em funcdo do local e das condicBes de cultivo, assim como processamento e
armazenagem (Mizuno, 2002).

Desde a década de 70, pesquisadores tém divulgado a atividade antitumoral dos
polissacarideos extraidos do Agaricus brasiliensis (Ohtsuka et al, 1973; Ohno et al, 2001,
Wasser, 2002; Bellini et al, 2006), e, até hoje, outros estudos comprovam suas significativas
potencialidades terapéuticas como: atividade anticancerigena (Ribeiro et al, 2006; Kaneno et
al, 2004), antibacteriana (Bernardshaw et al, 2005), antiviral (Sorimachi et al, 2001; Faccin et
al, 2006), antioxidante (Silva et al, 2009; Lo e Cheung, 2004), entre outras.

Segundo estudos, tais propriedades estdo relacionadas a presenca de glucanas de
cadeia linear com configuragdes p (1—3) e B (1—6) (Yamanaka et al, 2012; Dong, 2002).

Em seu aspecto fisico, o Agaricus brasiliensis apresenta a auréola com coloracao

marrom, lamelas de coloragdo creme e hifas com coloragéo branca (Figura 3).

Figura 3. Agaricus brasiliensis

Fonte: Menezes, 2014

1.1.2 Lentinus edodes

Lentinus edodes, conhecido como shiitake, € uma das espécies de cogumelo
comestivel mais cultivadas no mundo, tendo sua produ¢do mundial e nacional cada vez
maior, tendo como destaque a producdo na China e regides sul e sudeste do Brasil
(Ishikawa et al, 2001).

Assim como o Agaricus brasiliensis, o Lentinus edodes também pertence a
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classe Basidiomycetes, tendo alto valor nutritivo e recebendo atencdo devido a efeitos
positivos na saude, como atividade antitumoral (Kitzberger et al, 2007), atividades
antioxidante e antibacteriana (Shimada et al, 2003; Yang et al, 2002) e tratamento de
cancer (Carbonero et al, 2008), sendo esses efeitos também relacionados a presenca de
glucanas com configuragdes B(1—3) e f(1—6) (Minato, 1999; Xu et al, 2012; Liu et al,
2012)

Os aspectos fisicos do Lentinus edodes sdo semelhantes aos do Agaricus
brasiliensis, porém com uma tonalidade de cor mais escura e uma auréola enrugada com

pigmentos brancos (Figura 4).

Figura 4. Lentinus edodes

Fonte: Menezes, 2014

1.2 Aloe vera

Pertencente a familia Aloeaceae, a Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) possui folhas
verdes no formato de lancas pontiagudas formadas por uma casca fina, dura e espinhosa,
tendo em seu interior uma mucilagem incolor e uma seiva amarelada. Ha4 muito tempo, seu
contetido tem sido amplamente utilizado devido ao conhecimento popular de suas inimeras
propriedades benéficas (Grindland e Reynolds, 1986), sendo bastante empregado em
aplicagdes medicinais, nutricionais e cosmecéuticas (Bondreau e Beland, 2006; Pothuraju et
al, 2016).

A seiva amarelada é composta principalmente por antraquinonas, que confere seu
efeito laxante (VVogler e Ernst, 1999; Eshun e He, 2004). Sendo a parte interna mais estudada
e utilizada, a mucilagem incolor é composta em sua maior parte por agua (98,5% a 99,5%) e
possui, em sua parte sélida, majoritariamente, polissacarideos bioativos, em particular
acemananas (Lee et al, 2001). Esse polissacarideo € composto principalmente por unidades de

manoses acetiladas unidas por ligacbes glicosidicas do tipo B(1—4) (Chow et al, 2005;
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Femenia et al, 1999). Adicionalmente, estudos mostram a presenca de outros polissacarideos
como galactanas e pectinas (Mandal e Das, 1980a, 1980b).

Estudos tém mostrado que os efeitos benéficos atribuidos a Aloe vera esta relacionado
as caracteristicas quimicas de seus polissacarideos (Chokboribal et al, 2015; Chow et al,
2005). Apesar disso, o tipo de solo e o clima da regido onde sdo cultivadas, o periodo de
crescimento, entre outros fatores, pode modificar as propriedades funcionais e os efeitos
benéficos da Aloe vera (Ray et al, 2015; Rodriguez-Gonzalez et al, 2012). Tem sido mostrado
que os polissacarideos ricos em manoses ndo s6 armazenam energia (Femenia et al, 1999)
como também possui um papel fundamental no comportamento reolégico do gel (Campestrini
et al, 2013).

Apresenta como beneficios o controle de crescimento de fungos (Castillo et al, 2010) e
atividades anticancerigena, antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria, entre outras (Reynolds e
Dweck, 1999). Estudos mostram que essas atividades bioldgicas sdo devido as acgdes
sinergéticas dos compostos presentes (Hamman, 2008).

1.3 Procedimentos de extracao e propriedades relacionadas

O objetivo da extracdo é separar determinada substancia atraves de processos quimicos
e/ou fisicos (Eggers, 2003) e a escolha do método de extracdo deve levar em conta o custo,
0 rendimento e o impacto ambiental, sendo a extracdo em meio aquoso com aquecimento
até a ebulicdo uma das técnicas mais usadas, fornecendo produtos livres de solventes
organicos,podendo ser utilizados diretamente em outros processos (Mazzutti, 2012) e
favorecendo seu uso em testes farmacoldgicos (Gonzaga, 2006).

A viscosidade e o comportamento reolégico de polissacarideos isolados de
cogumelos devem também ser levados em conta, sendo um fator importante na atuacao
dessas substancias (Gonzaga, 2006). Sua viscosidade determina a via de administracéo
que deve ser utilizada para se melhor absorvida no organismo (Ansel et al, 2000).

O mecanismo de acdo imunomodulatéria das B-glucanas podem estar relacionado a
massa molar, tipo de ligacdes glicosidicas, residuos presentes, solubilidade em &gua,
conformacéo espacial e grau de polimerizagcdo (Ohno et al, 1996; Kubala et al., 2003),

além do arranjo estrutural e viscosidade (Wood, 2007).

1.4 Gelificagéo e termorresponsividade
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Copolimeros correspondem a um tipo de polimeros que apresentam duas ou mais
unidades diferentes de mondmeros, podendo ser divididos em quatro classes,
dependendo da estruturacdo de seus mondmeros (Yokoyama, 1992).

O wuso de copolimeros na dissolucdo de farmacos tem sido estudado,
principalmente devido a sua possivel utilizagdo como carreadores de farmacos, sendo
eficientes no processo de solubilizacdo e controle de liberagdo de farmacos, além de
possuirem baixa toxicidade (Oliveira e Lima, 2006). Em especial, ttm-se os copolimeros
em bloco de carater anfifilico, que formam micelas em solugédo aquosa (Letchforde Burt,
2007).

Copolimeros que possuem bloco hidrofilico de polioxietileno mostram-se
favoraveis nanocarreadores de farmacos, como os poliéteres do tipo EnPmEn(Figura 5),
sendo E a unidade monomérica Oxido de etileno, e P a unidade de 6xido de propileno,
conhecidos como  Pluronics® (Myers, 1992). Os Pluronics  possuem
termorresponsividade, que é o aumento da viscosidade a medida que ha aumento da
temperatura, até a formacdo de um gel imdvel. Apresentam, também, variacdo com
relacdo a concentracdo: suas solugbes comecam a tornar-se mais viscosas com o
aumento da concentracdo do copolimero, até atingir o estado de gel imdvel.

Figura 5. Estrutura geral dos Pluronics®.

e Lo

Essa transicdo de sol para gel é devido a diminuicdo na solubilidade do
copolimero em agua com o aumento da temperatura, sendo reversivel com a diminuic¢do da
temperatura ou, em algumas concentracGes, acima de uma temperatura maxima, onde o estado
de gel volta a ser sol. A menor concentracdo a partir da qual se verifica esse fenémeno € a
concentracdo critica de formacéo de gel (Menezes, 2014).

O método de inversdo de tudo é um artificio utilizado para analisar o
comportamento da formacdo de géis desses copolimeros em fungdo da temperatura e da
concentracdo. Solugbes em diferentes concentracdes do copolimero s&o analisadas numa faixa
de temperatura que normalmente varia de 10°C a 90°C. Os dados s&o representados em um
gréfico de concentracdo versus temperatura (diagrama de fases), onde se expressa a fase em

que se encontra sol ou gel em determinada temperatura (Chaibunditet al.,2007).
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No estudo dos géis, outro aspecto importante € o das propriedades reoldgicas. A
medida da viscoelasticidade desses géis pode ser feita por métodos reoldgicos estaticos e
dindmicos. Entretanto, as propriedades podem ser medidas a0 mesmo instante somente por
meio de ensaios oscilatorios (Braseq, 2007), onde o material € submetido a variacdo de tenséo
ou deformacdo de acordo com o tempo e os resultados dependem da estrutura fisica e
composicdo quimica do material. Com a resposta obtida, tem-se informag&o sobre seu aspecto
estrutural a nivel molecular ou pode-se prever seu comportamento macroscopico (Steffe,
1996).

Ao ser medido o angulo de fase (8) entre tenséo e deformacéo tem-se uma medida
do grau do comportamento so6lido ou liquido, quantificados através do mddulo de
cisalhamento dindmico ou de estocagem G’ ¢ mddulo de perda G” (Freitas, 2003), onde um
menor & representa uma maior resposta elastica.

O moddulo de cisalhamento complexo (G*), que representa a resisténcia total a
deformacéo do sistema, é definido como (Equacéo 1):

Equacdo 1. Modulo de cisalhamento complexo

L1]

G*= =
- )

v

Onde:
t° = tensao total
v° = deformagéo

O G* também pode ser subdividido em dois componentes (Equacéo 2):

Equacéo 2. Mdodulo complexo

G*=G+GQ”
Onde:
G’ = modbdulo de cisalhamento dindmico ou de armazenamento

G” = modulo de perda ou de viscosidade
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Figura 6. Mddulo complexo | G* |.

A

v

G

Um alto mddulo de cisalhamento complexo G* representard maior rigidez.

1.5 Absorcao de gordura

Intervindo na emulsificacdo das gorduras pelo aumento do tamanho das goticulas, as
solugdes viscosas de B-glucanas proporcionam uma inibicdo da digestdo de gordura da dieta,
operando como cardioprotetoras pela diminuicdo dos niveis de colesterol no sangue (Wood,
2007).

A B-glucana também possui efeito regulador sobre os niveis sanguineos de glicose e
insulina, tendo acdo na reducdo da glicose sanguinea pos-prandial, pela diminuigdo do fluxo
de glicose através do aumento da viscosidade e capacidade de ligacdo com agua que confere
ao contelido gastrointestinal, interferindo na digestdo enzimatica e absorcdo dos nutrientes na

mucosa intestinal (Bae et al., 2009 apud Menezes, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Isolar e avaliar a composicdo quimica e atividade bioldgica dos polissacarideos bioativos
extraidos dos cogumelos Agaricus brasiliensis e Lentinus edodes e de suas composi¢cdes com

Aloe barbadensis Miller.

2.2 Objetivos especificos:

« Utilizar procedimento de extracdo e isolamento para obtencao dos polissacarideos;

* Caracterizar os polissacarideos bioativos extraidos através de FTIR, RMN e, em solugdo,
através de medidas de viscosidade, reologia, cromatografia de permeacdo em gel e seu
potencial na absorcdo de gordura;

» Avaliar suas propriedades termorresponsivas, mediante diagrama de fases, de géis
produzidos da combinacdo do copolimero F127 e polissacarideos e

* Analisar propriedades biologicas dos polissacarideos como atividade antioxidante e

citotoxicidade.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Os cogumelos Agaricus brasiliensis blazei e Lentinus Edodes foram obtidos de
empresas especializadas em plantacdo de cogumelos em S&o Paulo (Blazei Murril® DEC
Enterprise Comercial e Estacdo dos graos respectivamente) e as folhas de Aloe vera obtidas do
horto medicinal da Universidade Federal do Ceard. Os cogumelos foram cultivados em estufas
climatizadas, reproduzindo as condi¢des de cultivo in natura. As amostras foram enviadas
sem raizes, desidratadas e embaladas em sacos plasticos a vacuo. Para 0s experimentos, 0s
cogumelos foram secos, na estufa, e pulverizados utilizando-se liquidificador industrial.

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico.

3.2 Metodologia e procedimentos

3.2.1 Extragdo e isolamento dos polissacarideos

O mesmo procedimento de extracdo e isolamento foram aplicados para cada
tipo de cogumelo, onde do cogumelo seco e pulverizado, preparou-se uma suspensdo aquosa
5% (m/v) (10 g de cogumelo em 200 mL de &gua destilada), submetida a 100°C por 5 horas.
Apbs este periodo, a suspensdo foi centrifugada (8000 rpm/10 min) e filtrada em papel para
remocao do residuo, obtendo-se um extrato limpido de coloracdo alaranjada com pH por volta
de 5,0 para o Agaricus brasiliensis € um extrato limpido de coloracdo amarelada com pH
também préximo de 5,0 para o Lentinus edodes. O extrato foi neutralizado com solucéo
diluida de NaOH (0,1 M). Nesta etapa adicionou-se 1% (m/v) de NaCl (sendo “m” a massa do
sal e “v” o volume de extrato) para favorecer a precipitacdo dos polissacarideos na etapa
seguinte. Em seguida, o extrato foi adicionado ao etanol na proporcdo 1:5 (v/v) (extrato/
etanol) e sob agitagdo moderada. Por centrifugagdo (8000 rpm/durante 10 min), o precipitado
foi retirado do meio etandlico e lavado com etanol e depois com acetona para retirada de
eventuais tracos de acidos graxos. Devido a aparéncia escura do material isolado, tornou-se
necessario uma clarificacdo, onde foi usado peroxido de hidrogénio 40%, na forma de uma
mistura etanol/perdxido 1:1 (v/v) por aproximadamente 15 horas a temperatura ambiente, para
evitar que a presenga de pigmentacdo comprometesse alguma analise. Em razdo da parcial
solubilizacdo do precipitado no meio clarificante, submeteu-se o material a uma segunda

precipitacdo em etanol, na proporcao de 1:4 (v/v) (meio clarificante/etanol) para recuperacédo
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maxima do precipitado. Por centrifugagdo (8000 rpm/10 min), o precipitado foi separado e em
seguida lavado com etanol e acetona, nesta ordem, sendo seco em banho de areia a 40°C por
aproximadamente 2 horas. O precipitado final obtido foi quantificado. Apds seco e pesado, 0
precipitado foi solubilizado em &agua destilada a 1% (m/v) e submetido a aquecimento de
40°C, sob agitacdo, por 48 horas, sendo em seguida centrifugado por 15 min a 8000 rpm para
remoc&o da parte insoluvel, a qual foi seca a 40°C e pesada. A porcao soluvel foi liofilizada e
posteriormente pesada. O fluxograma das etapas € mostrado na Figura 7.

Figura 7. Fluxograma do procedimento de extragao e isolamento dos polissacarideos.

‘ COGUMELO BRUTO (seco e pulverizado)

«10g/200 mL (5 %)
*Aquecimento (100°C/5 h)
*Centrifugagdo (8000 rpm/10 min) / Filtragdo (em papel)

S

Residuo solido | Extrato ‘

*Neutralizagdo (sol. NaOH 0,1M)

*Adigdo de NaCl 1% (m/v)

*Precipitagdo em etanol (1:5 v/v extrato/etanol)
*Centrifugagao (8000 rpm/10 min)

*Lavagem do precipitado(etanol/acetona)
*Clarificagio (I I:():/clunol 1:1 v/v

15 h/temp. ambiente

Precipitado parcialmente solavel |
no meio clarificante
2" Precipita¢do em etanol (1:4 v/v meio
clarificante/etanol)
*Centrifugagdo (8000 rpm/10 min)
*Lavagem do precipitado (etanol/acetona)
«Secagem (40°C/ ~ 2 h)

| POLISSACARIDEOS |

* Solubilizagdo em agua
*Agita¢io sob aquecimento
*Centrifugagao

Porgio insolivel ‘ Sobrenadante

«Liofilizagao

POLISSACARIDEOS
SOLUVEIS EM AGUA
(ISOLADOS)

Fonte: Menezes, 2014.

Para a extracdo dos polissacarideos da Aloe vera fez-se uso de um procedimento mais
simples onde a por¢do da mucilagem incolor foi extraida manualmente da casca e liofilizada
por conter, majoritamente, dgua em sua composi¢do. Posteriormente, preparou-se uma
suspensdo aquosa, sendo submetida a 100°C por 5 horas. Apds este periodo, a suspensao foi

filtrada em papel para remogdo do residuo, concentrada em rotaevaporador e adicionada a
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etanol na proporgédo 1:5 (v/v) (extrato/ etanol) sob agitacdo moderada para precipitacdo dos
polissacarideos. Foi retirado o etanol por rotaevaporacdo e 0s polissacarideos foram
solubilizados em agua destilada para posterior liofilizacdo. A porcdo foi, posteriormente,

pesada.

3.2.2 Anélise e Caracterizacdo dos Polissacarideos

3.2.2.1 Espectroscopia de absorc¢édo na regido do infravermelho (FT-IR)

As amostras foram analisadas em equipamento FT-IR 8300 da Shimadzu e preparadas
em pastilhas de KBrsob presséo de 6 toneladas (prensagem), numa janela espectral de 400 a
4000 cm L, na razdo de 4 cm™.

3.2.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear (**C — RMN e 'H- RMN)

Para obtencéo dos espectros de *C - RMN e *H- RMN,as amostras foram solubilizadas
em D20, com frequéncia de 400 MHz, operando a 100 MHz para carbono e tempo de
relaxagdo de 10s. Os espectros foram obtidos em equipamento Bruker modelo Avance DRX-
500.

3.2.3 Propriedades dos Polissacarideos em Solucéo

3.2.3.1 Determinacao da viscosidade intrinseca e massa molar

Solugéo aquosa dos polissacarideos isolados a 5% (m/v) foi submetida a aquecimento
(= 50°C) sob agitacdo por 15 horas. As medidas de viscosidade foram realizadas em
viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde, a 25 + 0,1°C. A viscosidade intrinseca [#], em
mL/g, foi determinada a partir do grafico da viscosidade reduzida versus concentracao,
extrapolando a reta para concentragdo zero. A massa molar viscosimétrica média (Mv) foi
calculada usando-se a equagédo de Mark-Houwink (Equagéo 3):

Equacéo 3.Viscosidade intrinseca

[n] =k.Mv?
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onde “k” e “a” sdo constantes dependentes da natureza do soluto e do solvente. Os
fatores k = 6,7.10* cm3.g™! e 0 expoente a = 0,75 foram usados para os calculos envolvendo
os polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis (Varum, Martnsen e Smidsrod, 1991
apud Menezes, 2014). Para o Lentinus edodes o fator “k” foi 2,94.107cm®. g e 0 expoente
a =1,58 (Zhanget al., 2005 apud Menezes, 2014).

3.2.3.2 Estudo Reoldgico

O comportamento reoldgico dos polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis
e Lentinus edodes, assim como suas composi¢cdes com Aloe vera, foi avaliado no
Redmetro da TA Instruments modelo AdvancedRheometer 550 (AR550) em sensor do
tipo cone-placa de didmetro de 40mm e angulo de 1°0°47°, a 25°C e taxa de
cisalhamento de 40 a 800 s*. As medidas das solugBes em concentragdes variadas (1, 3,
5, 7 e 10% para os cogumelos) foram realizadas em triplicata.

3.2.3.3 Cromatografia de Permeacéo em Gel

O perfil cromatogréfico dos polissacarideos foi determinado em um cromatdgrafo
SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10 a 25°C. A analise foi
realizada com uma coluna PolySep-GFC-P linear 7,8 x 300 mm, fase mével de NaNO3
0,1 mol/L, fluxo de 1,0 mL/min e o volume de amostra injetada foi de 20 pL. A curva de
calibracdo foi construida utilizando-se de padrbes de pululana com massas molares em

intervalo de 10% a 10° g/mol.

3.2.4 Propriedades termorresponsivas
3.2.4.1 Método de inversao de tubo

Os géis foram preparados misturando-se diferentes concentragdes de F127 (16 a 32%
m/m) com polissacarideos extraidos do Agaricus brasiliensis, Lentinus Edodes e Aloe vera
(1% - sendo 0,5% de cogumelo e 0,5 de Aloe vera), acrescentando dgua Milli-Q até a massa
de 0,5 g em tubos pequenos (diametro interno de 10 mm). Apds mistura, os géis foram
agitados (vortex) e deixados em repouso, sob refrigeracdo (x4°C) por 10 dias até atingir o

equilibrio.
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Foi observada a possivel modificacdo de fase dos sistemas, enquanto lentamente
aquecidos (10 — 90°C, a uma velocidade de aquecimento de + 1° min™t) num banho de agua
termostatizado. A reprodutibilidade foi + 2°C para as temperaturas de transicédo fluido/gel e =
2 °C para as temperaturas de transicdo gel/fluido. Essa relacdo entre temperatura e
modificagdo de fase permite a construgdo do diagrama de fases, observando assim as

propriedades termorresponsivas dos geis.

3.2.4.2 Estudo Reoldgico

Os geis foram preparados misturando-se diferentes concentracfes de F127 (16, 18 e
20% m/m) com polissacarideos (1% m/m), acrescentando agua Milli-Q até a massa de 2,0 g
(quantidade suficiente para analise em triplicata) em frascos pequenos (didametro interno de 20
mm). Apds mistura, os géis foram agitados (vortex) e deixados em repouso, sob refrigeracdo
(£4°C), por 10 dias até atingir o equilibrio.

O comportamento reoldgico dos géis foi avaliado no Redmetro da TA Instruments
modelo AdvancedRheometer 550 (AR550) em sensor do tipo cone-placa de didametro de 40
mm e angulo de 1°0°°47°. O médulo de armazenamento (G’) e 0 modulo de perda (G”), foram
determinados por testes oscilatorios em frequéncia de 1 Hz, tensdo de 30 Pa (determinada por
meio da regido de linearidade) e uma faixa de temperatura de 15-50°C

3.2.5 Ensaio para investigacdo da capacidade de absorcéo de gordura

Uma amostra de 100 mg polissacarideos extraidos do Agaricus brasiliensis e Lentinus
Edodes foi dispersa em um tubo de ensaio contendo 2,0 g de 6leo de soja. A mistura foi
mantida em contato, & temperatura de 25°C, durante 1 hora com agitagdo por 15 minutos. Em
seguida, a mistura foi submetida a centrifugacdo por 20 min a 8000 rpm, o sobrenadante
descartado e o residuo pesado.
3.2.6 Avaliacao farmacoldgica

3.2.6.1 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo ensaio de quelacéo do ion ferroso

O ensaio de quelacgdo do ion ferroso foi realizado de acordo com o método descrito por
Chew et al. (2008) com algumas modificacdes. Nesta ordem, misturou-se 1 mL da amostra de
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cada cogumelo nas concentragdes 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL e 3 mg/mL com 1 mL de
Ferrozina 0,25 mM (&cido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-disulfonico). Os tubos
foram agitados em vortex por 1 minuto e, apds 10 minutos, foram realizadas leituras em
espectrofotdbmetro a 562 nm. Todas as reacGes foram realizadas em triplicata. O mesmo
método foi realizado com o controle positivo EDTA para posterior anélise e comparacéo de
resultados.

Os resultados foram expressos como habilidade de quelacdo do ion ferroso (%) e

calculados através da seguinte formula:

Equacdo 5. Habilidade de quelacéo do ion ferroso:

Ao - (A-Ab)
Ao

(%) = X 100
Onde: Ao = Ase2nm doS reagentes sem amostra
A = Ase2nm da mistura reacional (amostra + reagentes)

Ab = Asenm da amostra sem reagentes.

3.2.6.2 Teste de citotoxicidade: Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)

Neutréfilos (2,5 x 108células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37°C na presenca de
Agaricus brasiliensis e Lentinus edodes (1, 10, 25, 50, 100 pg/mL), Controle (DMSO 1% -
veiculo), HBSS (células ndo tratadas) e Triton X-100 (0,2% v/v — padrdo citotoxico). A
sequir, os tubos de reacdo foram centrifugados a 755g, por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a
determinacdo da atividade da enzima LDH, que fica localizada no citoplasma da célula e ¢
liberada quando as células séo lesadas ou necrosadas (BERGMEYER e BERNT, 1963).

O ensaio € realizado utilizando o Kit LDH (Liquiform) e baseia-se na medida do decréscimo
da absorbancia devido a oxidagdo do NADH, a qual é proporcional a
atividadedaL DHnaamostra.Aliquotasde250uLdesubstratoforampré-incubadascom 0
sobrenadante, por 3 minutos, a 37°C. Foi realizada a leitura da absorbancia em 340nm
nostemposle3minutos,a37°C,emespectrofotdmetro.Aatividadedaenzimal. DHfoi calculada

seguindo-se as especificacdes do fabricante da seguintemaneira:
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Equacéo 7. Atividade da enzima LDH:

Al1—-A2

A = [222%] x 1746,03
2

Onde: A = atividade da enzima LDH na amostra em U/L;
A1 = absorbancia inicial (1 minuto) em 340 nm;
A2 = absorbéancia final (3 minutos) em 340 nm;
1746,03 = fator de calculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25
ML
A citotoxicidade dos cogumelos foi avaliada em trés experimentos independentes, com

medidas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Rendimento dos polissacarideos solGveis em agua

Seguindo os procedimentos de extracdo citados, apos isolados da parte insolvel,
obteve-se um rendimento dos polissacarideos de aproximadamente de 10% para o Agaricus
brasiliensis, 6,5% para o Lentinus edodes e 17% para a Aloe vera.

Para o Agaricus brasiliensis, o rendimento encontrado se encontra equivalente ao de
estudos com o cogumelocultivado no Ceara (9,5 %) (Gonzaga, 2006) nas mesmas condi¢des
de extracdo (100°C / 5 horas).

Alguns estudos indicam um baixo rendimento na extracdo aquosa do Lentinus edodes
(0,12%) (Lu, 2006), mas outros mostram que, quando ha uso de solucdo basica, ha um
aumento do rendimento para 5% (Wang et al., 2008), mostrando que o método usado estd
sendo eficaz.

O rendimento encontrado em estudos para a Aloe vera é de aproximadamente 23,4%
(Campestrini, 2013), indicando uma perda de eficiéncia no processo, mas ainda sendo um

métodoefetivo.

4.2 Caracterizacao Estrutural dos Polissacarideos

4.2.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho

Os espectros dos polissacarideos dos cogumelos (Figuras 8 e 9) apresentam
frequéncias de absorc¢do caracteristicas de carboidratos referentes aos grupos OH (3000-3500
cm™), aos grupos CO (~1034 cm™), a ligagdo glicosidica C-O-C (~1150 cm™) e ao carbono
anomérico C1H (1079 cm™) (Brondsted, Hovgaard e Simonsen, 1995). O indicio da ligacéo
C-H em configuracdes o e p foram identificadas em torno de 900 cm™ (Seefeldt, 2009 apud
Magalhdes, 2014). A presenca de proteina também foi identificada através das frequéncias em
cerca de 1651 cm (ions carboxilato e amida I) e 1423 cm™ (ions carboxilato) (Grosev, Bozac
e Puppels, 2001; Carey, 1992). Estiramento de NH absorve frequentemente em 3400 cm
(Silvestein, Bassler e Morrill, 1994), o qual, certamente, esta sobreposto pela larga banda de
OH. A natureza glicoproteica do material foi apresentada e confirmada. A Tabela 1 mostra as
atribuicdes das principais frequéncias caracteristicas dos polissacarideos isolados.

O espectro da Aloe vera(Figura 10) apresenta bandas caracteristicas de carboidratos
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relativas aos grupos OH (banda larga em 3439 cm™) e a ligacdo glicosidica C-O-C (1151 cm’
1. Um outro pico em 1035 cm™ foi devido a presenca dede unidades de glucanas (Chang,
Chen e Feng, 2011). Os picos entre 1245-1260 mostram a presenca de o-acetil éster. Estudos
sugerem que a presenca de grupo acetil é necessario pata acdo bioldgica, pois capacita a
molécula a atravessar barreiras na célula (Reynolds e Dweck, 1999). A presenca de proteina
também foi identificada através das frequéncias em cerca de 1625 cm™ (ions carboxilato e
amida 1) e 1424 cm (jons carboxilato) (Grosev, Bozac e Puppels, 2001; Carey, 1992).

Figura 8. Espectro infravermelho dos polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis
em pastilha de KBr.
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Figura 9. Espectro infravermelho dos polissacarideos isolados do Lentinus edodes em
pastilha de KBr.
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Figura 10. Espectro infravermelho dos polissacarideos isolados do Aloe vera em pastilha
de KBr.
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Tabela 1. Atribuicbes das frequéncias das principais bandas dos polissacarideos e/ou
glicoproteinas.

N° de onda (cm™) Atribuicbes
3396 v (O-H) e (N-H)
2930 v(C-H)
1653 v (COO-), Amida I (vC=0)
1562 Amida Il (vCN e vNH)
1411 v(COO0-)
1242 Proteina ndo ordenada

Amida Il (vCN e vNH)

1150 v(C-0O-C) éter da ligacdo glicosidica
1079 v(C1-H) carbono anomérico
1034 v(C-0) élcool primario
887 B-glucana
871 a-glucanas

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear *C e 'H

Os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis e Lentinus
edodes foram analisados por *3C - RMN e *H- RMN, mostrados nas figuras 11 a 14.
Figura 11. 'H - RMN dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus
brasiliensis.
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Figura 12. 'H - RMN dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Lentinus edodes.
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Os espectros de RMN *H foi bem representativo de prétons de grupos glicosidicos de
carboidratos. Os deslocamentos na faixa de 3,3 a 4,0ppm foram atribuidos aos prétons dos
carbonos (C2 a C6) do anel glicosidico (Saito e col., 1994). Os deslocamentos quimicos na
regido dos hidrogénios anoméricos estdo presentes na faixa de 4,2 a 5,5ppm. Foram
detectados os dubletos em 4,1 e 4,2ppm, caracteristicos de configuragdo p(1—6) (Mizuno e
col., 1990), e na regido de 4,9 a 5,5ppm foram registrados os picos representativos de uma
configuracdo o (Mizuno e col., 1990). A configuracdo a(l—6) estd representada pelo
deslocamento em 5,3ppm. Observa-se que no espectro de *H do Lentinus edodes a regido
caracteristica de a é bem inferior que a de B, confirmando predominancia de configuracdo 3
por parte dos polissacarideos e/ou glicoproteinas obtido do Lentinus edodes.

Sabe-se que os registros de hidrogénio dos grupamentos N-CHs e N-H normalmente sdo
observados em torno de 2,78 ppm e na faixa de 0,5 a 3,0 ppm, respectivamente (Silvestein,
Bassler e Morrill, 1994). Analisando-se esses dados, pode-se considerar que 0S picos
registrados no intervalo de 0,8 a 3,0 ppm podem ser atribuidos aos referidos prétons,
caracterizando assim a presenca de proteinas, o que contribui para a indicagdo de um
conjugado glicoproteico. Segundo Kawagishi e col.,1988, a baixa intensidade ou auséncia de
picos de deslocamentos relativos a residuos de aminoacidos de proteinas nos espectros, deve-
se ao fato da razdo molar dos residuos das glucanas ser consideravelmente maior que a dos

residuos de cada aminodcido.
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Figura 13. *C — RMN (a) e 3C -RMN-DEPT (b) dos polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados do Agaricus brasiliensis.
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Figura 14. °C — RMN (a) e *C -RMN-DEPT (b) dos polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados do Lentinus edodes.
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Os polissacarideos e/ou glicoproteinas presentes foram identificados nos espectros de
RMN predominantemente como glucanas de configuragdo B(1—6). Indicios de glucanas de
configuracdo a(1—4) foram observadas de maneira mais representativa apenas nos espectros
do Agaricus brasiliensis. Os deslocamentos quimicos caracteristicos para os carbonos C1 a
C6 do anel glicosidico sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Para o Agaricus brasiliensis
observou-se um pico representativo de carbono anomérico em configuracdo B(1—6),
evidenciando uma maior concentracdo desta glucana em relagdo a de configuragdo o. Em

relacdo ao Lentinus edodes, glucanas de configuracdo a(l—4) nao foram detectadas e
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portanto, neste método de extracdo e isolamento, as glucanas p(1—6) prevaleceram.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos caracteristicos das glucanas p (156) e «

(1»>4)presentes nos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis.

Configuracdes Deslocamento Quimico

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
B(1—6) 102,7 72,7 75,3 69,6 74,6 67,9
a(1—4) 99,5 71,4 75,1 78,5 70,0 59,0

Tabela 3. Deslocamentos quimicos caracteristicos de glucana f (1—6) presentes nos

polissacarideos isolados do Lentinus edodes.

Configuragdes Deslocamento Quimico
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
B(1—6) 1035 73.73 7638 7039 7558  69.53

4.3 Propriedades dos Polissacarideos e/ou glicoproteinas em solucgéo

4.3.1 Determinacao da viscosidade intrinseca e massa molar

A solucdo aquosa dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus
brasiliensis apresentou viscosidade intrinseca [n] de 5,3 mL/g e massa molar viscosimétrica
média de 1,58 x 10° g/mol, cujo valor se assemelha do mostrado na literatura de 1,6 x 10°
g/mol (Gonzaga, 2002). Para os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Lentinus
edodes, a viscosidade intrinseca [n] foi de 20,6 mL/g e a massa molar viscosimétrica média
8,2 x 10%*g/mol, valor igual ao encontrado na literatura (Zhang et al, 2002).

Estudos indicam altos valores de viscosidades para solucbes de glucanas isoladas de
cogumelos (Zhang et al, 2005). A elevada massa molar e a conformacdo em tripla hélice
rigida foram as caracteristicas usadas para justificar os altos valores de viscosidade desses
polissacarideos e/ou glicoproteinas, sugerindo que o comportamento viscosimétrico pode
estar relacionado com a porcéo proteica. As baixas viscosidades apresentadas nesse estudo
podem ser fundamentadas na presenca de varios ions presentes, e da proteina conjugada, que

provavelmente causam mudancgas conformacionais favordveis a promocdo do enovelamento
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da estrutura e/ou compactacao.

Figura 15. Viscosidade reduzida x concentragdo: (a) Agaricus brasiliensis e (b) Lentinus

edodes.
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4.3.2 Estudo Reoldgico

As viscosidades das solucBes aquosas dos polissacarideos dos cogumelos foram estudadas
considerando-se experimentos de fluxo continuo com variacdo da taxa de cisalhamento. Os
graficos de viscosidade absoluta versus taxa de cisalnamento, no intervalo de 40 a 800 s para
solugdes de concentracdo 1, 3, 5, 7 e 10% (m/v), apresentaram valores de viscosidade
absoluta crescentes, com o0 aumento da concentracdo do polissacarideo (Figura 16).
Entretanto, para cada concentracdo em particular, no caso das solucdes de polissacarideos
e/ou glicoproteinas extraidos do Agaricus brasiliensis, praticamente ndo se observa variacdo
na viscosidade, indicando um comportamento Newtoniano (Figura 16. a). O comportamento
Newtoniano € caracteristica favoravel para farmacos injetaveis, ja que estd diretamente
relacionado com fluidos de baixas viscosidades. As solucdes referentes ao Lentinus edodes
(Figura 16. b) apresentam comportamento tipico de polissacarideos e/ou glicoproteinas,
diminuindo a viscosidade com o aumento da taxa de deformacao, até se tornar constante. Para
cada concentracdo em particular se observou que a viscosidade absoluta era maior quanto
menor a taxa de cisalhamento, indicando um comportamento pseudoplastico, interessantes
para formulagbes cosméticas uma vez que Se tornam menos VisCcoSOS no momento da

aplicacdo facilitando o uso da formulacao.



40

As propriedades reoldgicas das B-glucanas podem mudar dependendo das suas
caracteristicas moleculares (como peso molecular e estrutura), do tempo de armazenamento,
do tempo de espera que antecede as analises e dos tratamentos térmicos realizados
anteriormente. Outra razdo para as diferencas neste comportamento pode estar baseada nas
diferencas estruturais das glucanas. Estudos sugerem que as glucanas obtidas do Lentinus
edodes apresentam conformacédo em tripla-hélice (Xu, 2012) justificando, em parte, suas altas
viscosidades. J& pesquisas com glucanas do Agaricus brasiliensis sugerem configuracdo em
novelo aleatdrio, contribuindo para baixas viscosidades (Gonzaga, 2002).

O gréfico de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento, para o polissacarideo
e/ou glicoproteinas do Agaricus brasiliensis (Figura 17. a), mostra um comportamento linear
crescente com o aumento da tensdo aplicada para todas as concentracBes estudadas,
caracteristico de fluxo Newtoniano. J& o grafico de tensdo de cisalhamento versus taxa de
cisalhamento, para o polissacarideo do Lentinus edodes (Figura 17. b), mostra um
comportamento ndo-newtoniano, tal como demonstrado pela néo linearidade entre a tenséo

de cisalhamento e a taxa de cisalhamento.

Figura 16. Viscosidade absoluta x taxa de cisalhnamento (40 a 800s) dos polissacarideos
e/ou glicoproteinas isolados 1% (m), 3% (@), 5% (A), 7% (V) e 10% (#). (a) Agaricus
brasiliensise (b) Lentinus edodes.
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Figura 17. Tensdo de cisalhamento x taxa de cisalhamento: 40 a 800s' dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados a 1% (m), 3% (@), 5% (A), 7% (V) e 10%

(#).(a) Agaricus brasiliensise (b) Lentinus edodes.

ra
Y

h
=
1

L]
~ .ol () . B (b)
_E ! * "E 20 -
- i 5 - * =
gl * v 2164
E . - ¥ L) & E |
'R LA T v

- o vIat o, §12- Al
E * ': . - * [ ] 5 ﬂ""“m
‘G 08 " ris e tat ?_x 4 ad
'E - - : " - ] o 84 r i akdk

* Iiesi" g 1 adskadddt il .
'E 04 .t I Ii L L 2 4 e i *"““:.n..--u-v'““"" !

| . & -
5 1 i i i il '% 1‘*:,::':._‘;t!""‘ IR
= 00 S 2o fradun rumrannetest T
0 100 200 300 400 500 €00 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Taxa de cisalhamento (57) Taxa de cisalhamento (57

Com a finalidade de se avaliar o comportamento de fluxo das solu¢Ges foram calculados os
pardmetros m e n, que correspondem, respectivamente, ao coeficiente de consisténcia e indice
de fluxo.

Os valores de n para as condicdes aplicadas séo apresentados na Tabela 4, os quais foram
préximos de 1,0 para solucdes do Agaricus brasiliensis, como esperado para comportamento
Newtoniano. Para as solu¢bes do Lentinus edodes, os valores de n ficaram no intervalo de
0,47 a 0,69, considerados como liquidos n&o-Newtonianos (Dongowski et al., 2005). A
pseudoplasticidade dessas glucanas é prontamente estabelecida para solucdes de alta
viscosidade, apresentando altos coeficientes de consisténcia e baixos indices de fluxo (<<1),
préprios de fluidos ndo-Newtonianos.

Os valores dos coeficientes de consisténcia (m) (Tabela 4) foram crescentes com o aumento
da concentracdo nas condicdes de cisalhamento trabalhadas. Comportamento semelhante foi
obtido para solugdes das gomas xantana e carragenana e para solugdes de amido e pectina
(Marcotte et al., 2001).
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Tabela 4. Coeficiente de consisténcia (m) e indice de fluxo (n) para as solugdes dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados.

Solucgbes dos Agaricus brasiliensis Lentinus edodes
polissacarideos e/ou m (mPa s) n m (mPa s) n

glicoproteinasisolados (%)

1 0,09 1,04 24,61 0,69
3 0,11 1,04 159,20 0,54
5 0,16 1,01 246,70 0,53
7 0,22 0,98 590,00 0,47
10 0,25 1,00 646,30 0,52

4.3.3 Cromatografia de Permeacao em Gel

A andlise de cromatografia de permeacdo em gel (CPG) foi utilizada para analisar a
massa molar dos polissacarideos e/ou glicoproteinas do Agaricus brasiliensis e do Lentinus
edodes. O cromatograma obtido (Figura 18) mostra uma maior massa molecular média
ponderal (Mw) para os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis,
condizente com os resultados da massa molar viscosimétrica. A Tabela 5 mostra os dados
obtidos para a massa molecular média ponderal (Mw), a massa molecular numérica (Mn) e o
indice de polidispersidade (Mw/Mn). O valor de Mw obtido para os polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis (3,35 x 108 g/mol) é equivalente ao verificado
na literatura de 2,32 x 10° g/mol (Gonzaga, 2006). Para polissacarideos e/ou glicoproteinas do
Lentinus edodes, o valor de Mw foi de 9,54 x 10* g/mol, bem proximo dos valores da
literatura de 7,24 x 10* a 4,21 x 10° g/mol (Zhang et al., 2002). Os altos indices de
polidispersidade para os polissacarideos e/ou glicoproteinas caracterizam heterogeneidade,

sugerindo uma necessidade de fracionamento.
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Figura 18. Cromatograma para as amostras de polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados do Lentinus edodes e Agaricus brasiliensis.
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Tabela 5. Massa molecular média ponderal (Mw), a massa molecular numérica (Mn)
e o0 indice de polidispersidade (Mw/Mn) obtidos dos polissacarideos e/ou

glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis e Lentinus edodes.

Polissacarideos Polissacarideos
isolados do isolados do
Agaricus Lentinus
brasiliensis edodes
Mw 3,35 x 10° 9,54 x 10*
Mn 6,64 x 10° 2,04 x 10*
Mw/M, 5,05 4,66

4.4 Propriedades termorresponsivas pelo método da inversao de tubo

4.4.1 Diagrama de Fases
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O diagrama de fases foi uma técnica utilizada para determinar a intervencdo dos
polissacarideos do Agaricus brasiliensis e do Lentinus edodes no processo de gelificagdo do
F127, com o objetivo de fazer uso da mistura no desenvolvimento de géis para tratamento
dermatoldgico.

Da mesma forma, foram adicionados polissacarideos da Aloe vera para verificar a
influéncia no gel quando se encontram apenas polissacarideos de cogumelos e quando
misturados com Aloe vera, para verificar se ha um possivel melhoramento no comportamento,
ja que a babosa € um produto mais disponivel a populacao.

Na faixa de temperatura estudada (10-90 °C), a solucdo de F127 puro comega a
formar gel na concentracdo de 15%, tendo uma temperatura critica de 38 °C, temperatura a
partir da qual, sob aquecimento, o fluido torna-se gel, voltando a ser fluido na temperatura de
48°C. O diagrama mostra que uma maior concentracdo de F127 favorece um aumento da faixa
de temperatura na qual o sistema comporta-se como gel, até atingir um estado de gel imével.

A transicdo sol-gel € uma consequéncia de uma diminuicdo da solubilidade
docopolimero em &gua com 0 aumento da temperatura, aonde o sistema vai aumentando sua
viscosidade. Entre os fatores responsaveis pelo efeito da termorresponsividade estd a
diminuicdo das ligacbes de hidrogénio entre o polioxietileno e a &gua. (Lilian, 2012 apud
Magalhdes 2014).

A presenca do polissacarideo dos cogumelos diminui a temperatura na qual o sistema
passa de sol para gel e diminui a temperatura na qual o sistema volta a ser sol. Tal efeito pode
estar relacionado ao carater hidrofilico dos polissacarideos, possibilitando a formacdo de
ligagBes de hidrogénio com a agua, levando a uma a diminuicdo das ligacdes de hidrogénio
entre o polioxietileno e a &gua. Essa diminuicdo da solubilidade é mais significativa quando se
aumenta a concentracdo dos polissacarideos e/ou glicoproteinas (Figura 19). O que se
observa é que a solubilidade do farmaco em agua interfere ou afeta o perfil de solubilidade do
copolimero.

Com as solugbes com Aloe vera, o comportamento se assemelhou ao do F127 puro,
tendo maiores valores de temperatura na passagem de sol para gel e maiores valores de
temperatura na passagem de gel para sol (Figura 20).

A formagdo de géis, com teores de F127 entre 16-20%, apresenta uma temperatura de
transicdo na faixa entre a temperatura ambiente e a temperatura corporea (25-37°C), além de

ndo serem tdo rigidos, tornando-se misturas interessantes para 0 uso cosmecéutico.
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Figura 19. Diagramas de fases do F127 e da sua mistura com polissacarideos e/ou
glicoproteinas: (a) Polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis — 19%;
(b)Polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis — 2%; (c) Polissacarideos isolados do

Lentinus edodes — 1%; (d) Polissacarideos isolados do Lentinus edodes —2%.
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Fonte: Menezes, 2014.
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Figura 20. Diagramas de fases do F127 e da sua mistura com polissacarideos e/ou

glicoproteinas de cogumelo e Aloe: (a) Polissacarideos isolados do Agaricus brasiliensis e

Aloe vera — 1%; (b) Polissacarideos isolados do Lentinus edodes e Aloe vera — 1%.
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A determinacdo do comportamento reoldgico dos géis teve inicio com a determinacao

da regido de linearidade para o F127 a 18% m/m (Figura 21) para que pudesse ser

estabelecida a tenséo ideal de trabalho. A varredura de tensdo ou deformagdo, a uma

frequéncia constante, é utilizada para determinar o limite da viscoelasticidade linear pela

identificacdo do valor critico deste parametro de varredura. Na regido viscoelastica linear, ndo

é observado dependéncia da deformacdo e da tensdo em relacdo a frequéncia (Lapasin; Pricil,

1995). Sendo assim, todos os testes oscilatérios foram executados em um valor de tensdo de

30Pa, o qual estava dentro da regido viscoelastica linear.

Figura2l. Reograma do modulo de armazenamento (G’) pela tensio — regido de

linearidade.
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4.4.3 — Ac¢do dos polissacarideos no processo de gelificagdo

A anélise dos reogramas foi utilizada para avaliar a acdo dos polissacarideos e/ou
glicoproteinas do Agaricus brasiliensis e do Lentinus edodes no processo de gelificacdo do
F127. Na tabela 6, tem-se a combinagdo do F127 (16-20%) com polissacarideos (1% m/m)
isolados do Agaricus brasiliensis e do Lentinus edodes, onde se comprova as observagdes
feitas pelo diagrama de fases. A presenca dos polissacarideos e/ou glicoproteinas dos
cogumelos reduz a temperatura na qual o sistema passa de sol para gel, ou seja, potencializa o
processo de pectizacdo. Para a mais baixa concentracdo do F127 (16% m/m) e para a mais alta
concentracdo do F127 (20% m/m) os efeitos provocados nas propriedades viscoelasticas sao
mais significativos para os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Lentinus edodes.
Tal resultado pode estar relacionado a maior viscosidade das solugdes do Lentinus edodes e ao
aspecto morfoldgico ramificado das cadeias. Para a concentragdo intermediaria de F127 (18%
m/m) o resultado foi o oposto, sendo os efeitos mais significativos para 0s polissacarideos

isolados do Agaricus blazei, o que torna necessario a repeti¢ao do experimento.

Na tabela 7, tem-se a combinagdo do F127 (16-20%) com polissacarideos (1% m/m)
isolados do Agaricus brasiliensis e do Lentinus edodes e os resultados obtidos do diagrama de
fases quando inserida os polissacarideos da Aloe vera. Com o Agaricus brasiliensis, hd um
aumento da temperatura de gelificacdo com as maiores concentracdes de F127 (18 e 20%),
enquanto permanece igual com F127 a 16%. Com o Lentinus edodes, hd um aumento da
temperatura de gelificagdo com a maior concentracdo de F127 (20%), uma preservacao da
temperatura com F127 a 18%, e uma diminuicdo da temperatura com F127 a 16%, o que torna

necessario a repeticdo do experimento.

Comparando os dados da reologia com os dados da inversdo de tubos, é observada uma

diferenga nas temperaturas. Tal diferenca é decorrente da maior precisdo dos experimentos
reologicos, j& que pode ser visualizado o inicio da gelificacdo, ou seja, quando o gel é

classificado como mole.
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Tabela 6. Temperaturas de gelificacéo para o F127 e para as misturas do F127 com

polissacarideos e/ou glicoproteinas.

Temperatura de Temperatura de Temperatura de

F127 eli fFi)ca 30 sem gelificagdo com gelificagdo com

g olissagari deo polissacarideos polissacarideos

garicus brasiliensis entinusedodes

P (Agaricus brasiliensis) (Lentinusedodes)
F127 — 16% m/m 33°C 32°C 28°C
F127 — 18% m/m 26°C 23°C 25°C
F127 —20% m/m 24°C 22°C 21°C

Tabela 7. Temperatura de transicdo de sol para gel para as misturas do F127 com

polissacarideos e/ou glicoproteinas pelos métodos da inversao de tubos e reologia.

Temperatura de gelificacio
F127 com polissacarideos
(Agaricus brasiliensis)

Sem Aloe vera Com Aloe vera
F127 - 16% m/m 30°C 30°C
F127 - 18% m/m 25%C 26°C
F127 - 20% m/m 23°C 24°C

Temperatura de gelificacio
F127 com polissacarideos
(Lentinus edodes )

Sem Aloe vera Com Aloe vera
F127 -16% m/m 33°C 32°C
F127 - 18% m/m 26°C 26°C
F127 - 20% m/m 23°C 24°C

4.5 Capacidade de absor¢éo de gordura

Estudos preliminares mostram uma boa capacidade de absorc¢do de gordura por parte
dos polissacarideos e/ou glicoproteinas. No caso do Agaricus brasiliensis, 100 mg do
polissacarideo foi capaz de absorver 335 mg de gordura de um total de 2g. Para as mesmas
condi¢Bes, 100mg do polissacarideo isolado do Lentinus edodes absorveu 338mg de
gordura. Esta interagdo pode estar entre a carga positiva presente na glicoproteina e a carga

negativa presente nos acidos graxos (Silva, et. al, 2006)
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4.6 Anédlises farmacoldgicas
4.6.1 Anédlise de atividade antioxidante pelo ensaio de quelagdo do ion ferroso

Foram obtidos resultados significativos de atividade antioxidante por esse método de
analise, como mostrado na figura 22 para Agaricus brasiliensis e Lentinus edodes, tendo
uma media de 96,5% para ambos os cogumelos, que deve ser relacionado aos compostos
fendlicos presentes (Carneiro, 2013), além da provavel presenca de substancias polares nas
extragBes, desde que ha estudos que indicam a variagdo de atividade antioxidante
dependendo do solvente utilizado na extracao (Kitzberger, 2007; da Silva, 2011)

Figura 22. Porcentagem de quelacdo do ion ferroso em comparacédo com o positivo

EDTA para (a) Agaricus brasiliensis e (b) Lentinus edodes.

(a) Agaricus brasiliensis ®) P

1004 100+

4 (-2 @
o o o
1 1 1

Habilidade de quelagao
S

do ion ferroso (%)

Habilidade de quelagao
do ion ferroso (%)
4

0,50 1,0 2,0 3,0 EDTA 0,5 1,0 2,0 30 EDTA

Fonte: autor
4.6.2 Analise de citotoxicidade sobreaatividadedaenzimalactatodesidrogenase (LDH)

A Figura23 mostra o efeito do Agaricus brasiliensis e do Lentinus edode ssobre a
viabilidade de neutr6filos mensurada através da atividade da enzima LDH. Pode ser
observado que a adi¢do do veiculo & suspensédo de células (grupo controle — DMSO 1%) ndo
alterou significativamente a atividade da enzima LDH em rela¢do ao grupo HBSS (células
ndo tratadas). O tratamento das células com Triton X-100 (padrdo citotoxico) aumentou
significativamente a atividade LDH. A adicdo deAgaricus brasiliensis e de Lentinus
edodes(1,10,50,100png/mL)n&o promoveu o aumento significativo da atividade LDH em

relagdo ao grupo controle, comprovando a baixa toxicidade desses cogumelos.
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Figura 23. Avaliacédo da toxicidade do (a) Agaricus brasiliensis e (b) Lentinus edodes em
neutroéfilos humano através da mensuracéo da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Fonte: o autor

Os resultados estdo expressos como media + E.P.M. * vs HBSS (p < 0,05 — ANOVA e
Teste de Tukey).
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5 CONCLUSAO

O estudo dos polissacarideos isolados dos cogumelos Agaricus brasiliensis e Lentinus
edodes demonstraram possuir caracteristicas estruturais similares, havendo predominancia de
glucanas em configuragdo PB(1—6) e presenga da proteina, possivelmente conjugada ao
polissacarideo.

Os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do Agaricus brasiliensis apresentaram
maior massa molar em relacdo aos obtidos do Lentinus edodes. Porém as solucGes dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do cogumelo Agaricus brasiliensis apresentaram
baixa viscosidade, mesmo em concentracOes elevadas, e comportamento Newtoniano. As
solucdes do Lentinus edodes apresentaram uma maior viscosidade e comportamento nao-
Newtoniano. O enovelamento da estrutura dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do
Agaricus brasiliensis e 0 aspecto mais ramificado para as cadeias do L. edodes pode justificar
tal comportamento.

A combinacdo do copolimero F127 aos polissacarideos e/ou glicoproteinas mostrou-se
interessante para o desenvolvimento de géis dermatoldgicos, principalmente os que
apresentam teores de F127 em 18%, j& que a temperatura de transi¢cdo encontra-se na faixa
entre a temperatura ambiente e a temperatura corpdrea (25-37 °C), 0 que permite que 0
sistema permaneca na fase sol enquanto presente na embalagem, o que facilita sua saida, e se
altere para a fase gel a temperatura corporal, permitindo a permanéncia do farmaco em
contato com a pele, além de apresentar uma certa estabilidade e ndo ser tdo rigido. Com a
presenca da Aloe vera, obteve-se géis com comportamento similar ao dos géis de F127 puro,
demonstrando eficiéncia na diminuicdo do uso de co-polimeros na gelificacdo, além de
adicionar propriedades terapéuticas.

Os materiais analisados se manifestaram como bons antioxidantes e, dessa forma,
podem ser usados como tal, propondo que esse método de extracdo e o solvente utilizado s&o
adequados em termos de atividade antioxidante. A baixa toxicidade parece ser mais uma
caracteristica dos cogumelos Agaricus brasiliensis e Lentinus edodes, sugerindo que esses

materiais sdo potenciais candidatos ao uso em composic¢éo cosmecéutica.
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