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RESUMO

As fontes naturais de compostos bioativos, como os fungos filamentosos, tém sido
aplicadas para desenvolvimento de novos produtos biotecnologicos e farmacologicos. Os
estudos in silico surgiram como uma estratégia acessivel de avaliar estes compostos
bioativos, antes de serem submetidos a testes in vitro. Foi avaliada in silico a capacidade
inibitéria do polissacarideo extraido da parede celular de fungo Rhizopus. microsporus
var. oligosporus através da analise do sitio ativo da enzima alvo, a a-amilase. Foi utilizada
a acarbose, um inibidor de amilase conhecido para comparar 0s resultados através de
estudos de docking molecular e andlises de superficie de ligacdo, com o objetivo de
avaliar o potencial inibitério in silico do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano. Os
resultados do docking demonstraram, pelas energias de ligacdo, uma variacdo de no
maximo -1.1 kcal/mol. Assim, seguiu-se 0 ensaio de inibicdo enzimatica pelo
polissacarideo. Para isso, a atividade da a-amilase foi determinada pelo método de DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) com 100 pl da amostra de polissacarideos em diferentes
concentragdes, e a partir das absorbancias, calculou-se a da taxa de inibicéo, e, realizou-
se a curva de dose atividade enzima-substrato. O Km e Vmax Sem a presenca de inibidor se
deu através da equacdo da reta gerada pelo grafico de Lineweaver-Burk, nos quais 0s
valores calculados foram iguais a 0,28mM e 1,22umols/min, respectivamente. O
potencial inibitério do polissacarideo foi avaliado através de diferentes concentracGes
(0,4,0,5,1, 2 mg/mL), e foi notado que os valores de Ky, aumentaram progressivamente
(2,96, 3,62, 4,22, 6,83mM). O polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano, extraido da
parede celular do fungo Rhizopus. microsporus var. oligosporus, demonstrou potencial
inibitorio da enzima a-amilase de forma competitiva. Através do ensaio da atividade
imunomoduladora in vitro, o polissacarideo foi capaz de aumentar a expressao de
citocinas pré-inflamatérias em macréfagos murinos, TNF-a ¢ IL-1 a (em concentragdes
a partir de 50 e 100 ug/mL de polissacarideo, respectivamente).

Palavras-Chave: B(1,3) B(1,6) glucogalactano. Docking molecular. Inibi¢do enzimatica.
Atividade imunomoduladora.



VI

ABSTRACT

Natural sources of bioactive compounds, such as filamentous fungi, have been applied to
the development of new biotechnological and pharmacological products. In silico studies
emerged as an accessible strategy to evaluate these bioactive compounds, before being
subjected to in vitro tests. The inhibitory capacity of the polysaccharide extracted from
the Rhizopus microsporus var. oligosporus fungus cell wall was evaluated in silico. by
analyzing the active site of the target enzyme, a-amylase. Acarbose, a known amylase
inhibitor, was used to compare the results through molecular docking studies and surface
binding analyses, in order to evaluate the in silico inhibitory potential of the $(1,3) (1,6)
polysaccharide) glucogalactan. The docking results showed, by the binding energies, a
variation of at most -1.1 kcal/mol. Thus, the enzyme inhibition assay by the
polysaccharide was followed. For this, the a-amylase activity was determined by the DNS
method (3,5-dinitrosalicylic acid) with 100 ul of the polysaccharide sample at different
concentrations, and from the absorbances, the inhibition rate was calculated, and, the
enzyme-substrate dose activity curve was performed. Kn and Vmax without the presence
of inhibitor were obtained through the equation of the line generated by the Lineweaver -
Burk graph, in which the calculated values were equal to 0.28mM and 1.22pmols/min,
respectively. The inhibitory potential of the polysaccharide was evaluated through
different concentrations (0.4, 0.5, 1, 2 mg/mL), and it was noticed that the K values
progressively increased (2.96, 3.62, 4.22, 6.83mM). The B(1,3) B(1,6) glucogalactan
polysaccharide, extracted from the cell wall of the Rhizopus. microsporus var.
oligosporus, showed competitive inhibitory potential of the a-amylase enzyme. Through
the in vitro immunomodulatory activity assay, the polysaccharide was able to increase
the expression of pro-inflammatory cytokines in murine macrophages, TNF-a and IL-1 a.
(in concentrations from 50 and 100 ug/mL of polysaccharide, respectively).

Keywords: B(1,3) B(1,6) glucogalactan. Molecular docking. Enzyme Inhibition.
Immunomodulatory activity.



SUMARIO
L INTRODUGAO. ..t 1
2 OBUIETIVOS ...ttt bbb bbb 3
2.1 ODJELIVO GBIAL.....ceeieeieiee e 3
2.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS. ... ettt et 3
CAPTTULO Loortvtveeeeeeesssssssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 4
RETEFENCIAI TEOKICO. .....oveeiereeeeeessises st ssssas sttt sttt sens s sans 4
L FUNQOS ...ttt 5
1.1 Biol0gia A0S FUNQGOS.....ccuiieiiie ettt ettt e ettt e e snta e stae e st e e anneas 5
1.2 Utilizagdo dos polissacarideos de fUNQOS ...........ccoovriririiiiieieieeece e 7
1.3 Parede Celular FUNQGICA. ........oouiiiiiiiieiieie ettt 6
1.4 Fungos do género RNizopus: ASPECLOS GEIAIS ......c.uevveerieerieiieeiieesieeieesieeseeeseeesseesneeenes 8
1.4.1 Rhizopus microsporus Var. OligOSPOTUS ..........ccuueruireerieriienieeiesieeiesieesiesieeseesee e snee e 9
2 POIISSACANTHROS. . ..vvvvevererseereereeeesseesssesssse sttt st ss sttt bbb 10
2.1 CONCEITOS GBIAIS .. .veiivreeiiee e it ettt cie e s et e et e e st e e e sbr e e s ta e e st e e e stbe e s sbaeearbeeesreeeenteeeanes 10
2.2 AplicagBes farmacCOlOQICaS .........o.erveruiriiiiii it 11
2.3 Inibicao de enzimas digestivas por polissacarideos de parede celular de fungos ............. 11
2.4 Obtencéo e Avaliacdo de Polissacarideos de fungos..........coeeiiriiiiiiniieiiieeee 12
B 0-AMIUIBSE ...ttt 13
4 Estudo insilico de COMPOSLOS DIOALIVOS..........c.cuereerinrinirninieieiessesesesssesese s sseens 14
4.1 DOCKING MOIECUIAN ...ttt ettt e e neeenreeaneas 16
5 SIiStEMA IMUNOIOGICO ........cereereircieieeeeeieeiesisest sttt sttt 16
5.1 CONCRITO GEIAL ...ttt ee s 16
5.1.1 O sistema imunolOGICO: INALO ......c.eeiviiiiieciie e 17
5.1.2 O sistema imunol0gico: AdAPLALIVO ...........ceiiriiiiiiiie s 17
6 Atividade IMUNOMOAUIATOIA...........cveiieiriireeireieeeee e 19
CAPTTULO Hlcooeieeeeveeessesssssseessesessssssssssssssssssssssssss s ssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssees 21
Avaliacéo in silico de inibicao enzimatica da a-amilase pelo polissacarideo p(1,3) p(1,6)
glucogalactano extraido da parede celular de Rizophus. microsporus var. oligosporus......... 21
RESUMOD ...ttt sssssss sttt st s sssss s ssessss s ssessssssessasssessassssssesssssessssnssns 22
I 11 0o [ oo TP 23
2 MALEFTAIS € IMEIOTOS .......oooeveereereeesseeseete ittt sttt 24

2.1 Selegao da enzima o-AMITASE .....c.veireeeiieiie et 24



2.2 Preparagdo da enzima 0-aMIaSE .........ccviiiiiiiiiieiie e s 24
2.3 Constru¢do da unidade monomérica do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano ...... 24
2.4 Docking e identificagdo de potenciais interagdes com a enzima o-amilase...................... 25
2.5 Pardmetros de Lipinski € VBN ........coi i 25
3 RESUILAAOS € DISCUSSAD ......ouvrercerieseeeieessesseissessese s sssssss st sssssss st ssssssssssssssssssanes 25
3.1 Definicao das coordenadas espaciais do sitio de ligagdo da enzima ..........ccccccevvervinennns 25
3.2 Célculo das energias de lIgAGA0 .........ceveeiieiieeie e 27
3.3 Andlise das ligacdes e residuos de aminoécidos envolvidos no sitio ativo....................... 28
3.4 Pardmetros de LipinsKi € VEDEr .........oooiiiieiiieeece et 30
4 CONCIUSDES.......vvveveseseeseiseeseesesises st 31
CAPTTULO T cocteeeeeeeeeesesseeeeeeesessssssssssssssesssssssssssssses s sssssssss s sssssss s sssssssesee 33
Ensaio da inibi¢ao da a-amilase pelo polissacarideo p(1,3) B(1,6) glucogalactano extraido de
Rhizopus microsporus var. oligosporus e avaliagdo da atividade imunomoduladora............. 33
RESUMO ... bbb 34
I 1 00 [ o= T OO 35
2 MALErIAIS € IMEIOUDS........oocvvererereieeeerssiseesess s ises s ssesss st as s sss st ss st st s ssnssnes 35
2.1 Obtengao dO MICTOMGANISITIO ... ..c.viitieeeiteetesieerte ettt sttt ettt sbesnee e 35
2.2 CUltivo dO MICTOIGANISITIO ...ttt ettt 36
2.3 EXtragao d0 POlISSACAITURO .......eeuveiieiiiiiiie ettt 36
2.4 Estudo in vitro da inibiGA0 ENZIMALICA .........ccvervieiereeie e 36
2.4.1 Atividade de a-amilase na auséncia do inibIdor............cooviiiieiiriin e 36
2.4.2 Atividade de a-amilase na presencga do iniDIdOr ...........ccooiviiiiiiiiiiie 37
2.4.3 DeterminaCao A€ Km € Wmax «...cveieeiiiieiiiieiisie ettt 37
2.4.4 ANALISES ESTALISTICAS .....veeuvveieieerieeiiestieeieesie et see e et e et e sreeenteesreennee e e nreeaneas 38
2.5 Avaliacdo da atividade imunomoduladora.............ccccvveeiiieiiie e 38
2.5.1 Submissio do estudo ao Conselho de Etica Animal.............cccovevvieieceeierersieieieien, 38
2.5.2 Isolamento de MaCrOTAgOS .........eeivieiiiiiie et 38
2.5.3 Estimulacdo dos macrofagos por polissacarideo extraido de Rhizopus microsporus var.
oligosporus ou Lipopolissacaride0 (LPS) .......c.ccoviiieiiiiieecee e 39
2.5.4 Quantificacao de citocinas POr ELISA ........ooo i 39
3 RESUILAAOS € DISCUSSAD ......ovvuercerireeieeesissesssessssessssssssssssssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssnes 39
3.1 Estudo in vitro da inibiGa0 ENZIMALICA .........cceiieiiiiiiiieie e 39
3.2 Avaliagdo da atividade imunomOdUIAdOra............cecveereenieeiieerie e 44
4 CONCIUSDES......ovieerriicts ettt bbb bbb es bbb bbbt s et s et es st ananans 45
AGFAGECIMEINTOS.......cvveeeeiseeseeses bbb 46

CONGCLUSAQO GERAL .oooooeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 46



REFERENCIAS



Xl

LISTADE FIGURAS

CAPITULO

Figura 1. Parede celular fUNQICa..........cccuoiviiiiiicisccce e 6
CAPITULO I

Figura 1. Estrutura cristalografica da enzima a-amilase humana...........cccocoveviniennnns 26
Figura 2. Estrutura bidimensional da acarbose ...........ccccooeviieiiiiiieieieseseseee e 26
Figura 3. Estrutura bidimensional da unidade monomérica do do polissacarideo B(1,3)
B(1,6) glucoQalactano.........ccevvereiriieieierere e 27
Figura 4. Interagc6es intermoleculares dos residuos de aminoéacidos do sitio de ligagdo
da 0-aMilase € ACAINOSE .....c.coiieiieeee e 29
Figura 5. Interacdes intermoleculares dos residuos de aminoacidos do sitio de ligacéo
da a-amilase e B(1,3) B(1,6) glucogalactano ............ccooeerriirineieniree e 30
CAPITULO I

Figura 1. Grafico de Lineweaver-Burk relacionando o 1/[S], onde S ¢é a concentracdo
do substrato (amido) e 1/V, onde V ¢ a velocidade da reacdo em micromols/min na
auséncia de inibidor (POlISSACAITARD) .......cvrviveiiriiieiiiisiee s 40
Figura 2. Graficos de Lineweaver-Burk relacionando o 1/[S], onde S € a concentragao
do substrato (amido) e 1/V, onde V é a velocidade da reacdo na presenca das
concentragdes de inibidor (POliSSACANTARD).......covvveiririeiirieiree s 42
Figura 3. Expresséo de citocinas pro-inflamatdrias em macrofagos murinos estimulados
com LPS e tratados com polissacarideo de parede de Rhizopus microsporus var.
oligosporus, em diferentes concentracgdes (25, 50, 100 e 200 mg/mL). (A) Expressédo de
TNF-0. (B) EXPressao de IL-100 ...oooviiiiiiiiiisisesee e 44


file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657701
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657703
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657703
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657706
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657706
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657706
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657707
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657707
file:///C:/Users/aldof/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc102657707

X

LISTADE TABELAS
CAPITULO II
Tabela 1. Energias de 1igagdo em Kcal/mol ... 28
Tabela 2. Parametros para avaliagdo da biodisponibilidade oral do B(1,3) B(1,6)
GlUCOGAIACTAND ... bbb bbb 31

CAPITULO 11

Tabela 1. Valores de 1/[S] e 1/V usados para construcao da curva de Lineweaver-Burk
obtidos a partir do ensaio com variacdo da concentracao do substrato na auséncia do
INEDTAOT . .. bbbt 40
Tabela 2. Valores de [S] e V usados para construcdo da curva a partir do ensaio com
variacdo da concentracdo do substrato na presenca de inibidor (polissacarideo). [I] =
CONCENLraGa0 e INTDIAON .....c.viieiieiciecee e 41
Tabela 3. Relacéo entre a concentragdo do inibidor (polissacarideo) e 0 Km da enzima
OmBMIIASE .t 43



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINEs: Anti-inflamatdrios N&o Esteroides

ARG: Arginina

ASP: Aspartato

BDA: Agar Batata Dextrose

BOD: Demanda bioquimica por oxigénio

CMRVS: Colegao de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria
CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
COVID-19: Corona Virus Disease 2019

DNA: Acido Desoxirribonucleico

DNS: Acido 3,5-25 dinitrosalicilico

DP: Desvio padrdo

FAPESB: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia
Fiocruz: Fundagdo Oswaldo Cruz

GES-1: Célula Epitelial Gastrica 1

GLN: Glutamina

GLU: Glutamato

GLUT4: Transportador de Glicose 4

GSKa3: Glicogénio Sintase Quinase 3

GRO«: Oncogene alfa Regulado pelo Crescimento

HELA: Carcinoma Cervical Humano

HepG-2: Células de Carcinoma Hepatocelular Humano 2

HIS: Histidina

IgA: Imunoglobulina A

IgD: Imunoglobulina D

IgE: Imunoglobulina E

1gG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

IL-1: Interleucina-1

IL-2: Interleucina-2

XV



IL-6: Interleucina-6

INF-y: Interferon gama

JNK: Quinases N-terminal de Jun

ILE: Isoleucina

kDA: Quilodalton

LEU: Leucina

LPS: Lipopolissacarideo

LYS: Lisina

MAPK: Proteina Quinase Ativada por Mitogénio

MHC: Complexo de Histocompatibilidade de Classe
MIP1a: Proteinas de Macrofagos Inflamatérios alfa-1
NaOH: Hidroxido de Sodio

NF-kB: Fator Nuclear Kappa B

NMR: Ressonancia Magnética Nuclear

PDB: Protein Data Bank

pH: Potencial Hidrogenidnico

PMBgBM: Programa Multicéntrico de Bioquimica e Biologia Molecular
PRRs: Receptores de Reconhecimento de Padrdes
RANTES: Regulado apés Ativacdo, Célula T normal expressa e Secretada
SDF-1a/p: Fator 1 Derivado de Célula do Estroma alfa/beta
SER: Serina

SPSs: Polissacarideos Sulfatados

THR: Treonina

TLR2: Receptor Toll-like 2

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa

TRP: Triptofano

TYR: Tirosina

UESB: Universidade Estadual do Sudoeste da Ba

XV



1 INTRODUCAO

Os polissacarideos de parede celular de fungos sdo usados no processo de
desenvolvimento de novos produtos com fins terapéuticos (MAUGERI FILHO;
GOLDBECK, 2019). Essas biomacromoléculas sdo de interesse farmacolégico
(KAGIMURA et al.,, 2015). O uso de compostos de fontes naturais, como 0s
polissacarideos extraidos de fungos pode ser uma estratégia eficiente no controle da
hiperglicemia pds-prandial, ao inibir a acdo da enzima a-amilase (LI et al., 2021).

Estudos com polissacarideos tém demonstrado atividades inibitérias de enzimas
digestivas, como a a-amilase (LV et al., 2021). Esta enzima esta presente na saliva e no
intestino, e é responsavel pela hidrélise de ligacBGes glicosidicas do amido, em
oligossacarideos e moléculas de glicose (NELSON & COX, 2017). O polissacarideo
extraido da parede celular do fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus possuem
atividades hipoglicemiantes (CEDRO, 2019). Este polissacarideo pode ser utilizado em
ensaios de desenvolvimento de um farmaco atuante na Diabetes Mellitus tipo 2.

A inibicdo enzimética se d& por moléculas que reduzem a atividade de uma reagéo
catalisada por enzima, as quais agem no sitio ativo da enzima de forma direta ou indireta
(ROBINSON, 2015). Inibidores enzimaticos compuseram um ter¢o das novas drogas
introduzidas no mercado entre os quais entre os anos de 2006 e 2011 (SILVERMAN;
HOLLADAY, 2014).

Os polissacarideos do grupo dos B-(1,3) glucanos produzidos e extraidos da parede
celular de fungos, possuem potenciais imunomodulatérios (SAMUELSEN,
SCHREZENMEIR & KNUTSEN, 2014). A atividade imunodomuladora dos
polissacarideos B-(1,3) glucanos tém sido evidenciada em estudos in vitro e in vivo, ao
destacar sua capacidade em atuar em atividades anti-inflamatorias e antitumorais (DEL
CORNO, GESSANI & CONTI, 2020). Estes polissacarideos modulam a resposta imune,
agindo como receptores de reconhecimento de antigenos invasores (DUMLUPINAR,
2021). Estes polissacarideos podem estimular o sistema imunoldgico, dessa forma, o
trabalho estuda a atividade imunomoduladora do polissacarideo extraido do fungo
Rhizopus microsporus var. oligosporus.

O advento tecnoldgico proporcionou um avango na triagem destes compostos. Os
estudos in silico tém demonstrado uma estratégia viavel devido a praticidade e baixo custo
(SHITYAKOV; FOERSTER, 2014). A partir destes estudos, juntamente com os testes in

vitro é possivel fazer uma avaliacdo ampla dos compostos com potencial para novos



farmacos. Na perspectiva da busca de novos compostos de fontes naturais, este fungo
pode ser estudado com a finalidade de obtencéo do polissacarideo extraido da sua parede
celular, em relagéo a sua potencial atividade inibitoria e imunomoduladora sobre a enzima

a-amilase.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar a atividade inibitoria de a-amilase e a atividade imunomoduladora do
polissacarideo isolado da parede celular de Rhizopus microsporus var. oligosporus

utilizando modelos experimentais in silico, in vitro.

2.2 Objetivos especificos
Analisar o sitio de ligacao da enzima a-amilase, através de um inibidor conhecido

(acarbose).

Avaliar a capacidade inibitoria in silico da enzima a-amilase pelo polissacarideo
por meio de comparagdes das energias de ligacdo e superficies de ligacdo entre 0 mesmo
e 0 padréo acarbose.

Avaliar a capacidade inibitéria in vitro do polissacarideo isolado da parede celular

de Rhizopus. microsporus var. oligosporus sobre a-amilase.

Determinar o tipo de inibigdo da a-amilase pelo polissacarideo isolado da parede
celular de Rhizopus. microsporus var. oligosporus através de estudos de cinética

enzimatica.

Avaliar a atividade imunomoduladora do polissacarideo isolado da parede celular

de Rhizopus. microsporus var. oligosporus.
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1 Fungos

1.1 Biologia dos Fungos

Os fungos sdo organismos versateis que vivem em diversos ambientes e podem
possuir relacdo de mutualismo com outros organismos. Algumas espécies podem ser
usadas como alimentos, outras espécies sdo elementos transformadores em processos de
obtencdo de alimentos e bebidas. Alguns fungos podem causar doencas, mas por
produzirem metabdlitos secundarios, podem ser produtores de substancias com atividades
biolégicas (KOUR et al., 2019).

Os fungos exibem uma ampla variedade de ciclos de vida, morfogénese e
metabolismo complexo o que os difere dos animais e das plantas. Além disso, sdo seres
que podem ser encontrados em ambientes externos e internos, apresentando relagdo de
mutualismo, parasitismo e comensalismo com muitos organismos (LEVETIN;
HORNER; SCOTT, 2016; CHOI; KIM, 2017).

Os fungos desenvolveram estruturas que 0s tornam capazes de sobreviver de
forma adaptativa aos mais diversos nichos ecologicos (NAGY et al.,, 2017). A
proliferacdo dos fungos é facilitada pelo crescimento de forma filamentosa, além da
capacidade de secrecdo de proteinas e metabolitos primarios e secundarios (WOSTEN,
2019).

A constituicdo celular € eucaridtica, geralmente compostos de células
filamentosas, multicelulares e nutricdo heterotréfica (ZABEL & MORRELL, 2020). Na
filogenética, os fungos sdo considerados polifiléticos, e na taxonomia sdo pertencentes ao
Reino Mycetae, ou Reino Fungi (RAGHUKUMAR, 2017). Os organismos se
reproduzem principalmente por esporos formados pela fragmentacdo ou abstricdo de
secOes de hifas, as quais coletivamente sdo denominadas de "micélio”. (ZABEL &
MORRELL, 2020).

Sdo amplamente utilizados em preparo de alimentos, por possuirem valor
funcional (VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ & PAREDES-LOPEZ, 2015). Na
biotecnologia é notavel o uso de leveduras na producdo de vinho, cerveja e panificacdo
(MONEY, 2016). Um estudo com a levedura Saccharomyces cerevisiae, avaliou o efeito
da cultura da massa fermentada da levedura, juntamente com Lactobacillus plantarum e

brevisand, no preparo de pdo-cevada sem casca. Foi constatada a melhora da qualidade,



textura e volume do alimento, além de caracteristicas sensoriais, como cor e odor
(CAKIR; ARICI & DURAK, 2021).

1.2 Parede Celular Fungica

A parede celular fingica é uma estrutura fundamental para a viabilidade celular,
morfogénese e patogenecidade. A sua composicado € critica para a biologia e ecologia de
cada espécie. Compreender a constituicdo da parede principalmente com relacdo aos
polissacarideos presentes é relevante para sua funcdo e emprego biotecnolégico (GOW;
LATGE; MUNRO, 2017). A Figura 1 demonstra o esquema da parede celular fungica e

as estruturas presentes.

Figura 1. Parede celular fungica

=== Plasma membrane {p gpi Anchor Chitin

Protein N-linked oligosaccharide Galactomannan or mannan

Fonte: FREE (2013)

As paredes sdo consistidas por 80-90% de polissacarideos, além de lipideos e
proteinas. A sua estrutura é composta de quitina, glucanos e uma rede de microfibrilas,
formada por quitosanas, as quais justapostas a uma matriz amorfa, formam o esqueleto
da parede celular (ZABEL & MORRELL, 2020).

A quitina ¢ um polimero de B-1,4 e N-acetilglucosamina e esta presente nas
paredes internas da maioria dos fungos septados e € o principal material do esqueleto
(BOWMAN & FREE, 2006). E responsavel por 1% da composicio da parede celular de



leveduras e 15% da composicao da parede celular de fungos filamentosos (FREE, 2013).
Os polimeros de quitina podem participar de ligacGes de hidrogénio, e da montagem das
microfiblias (RUIZ-HERREA et al., 2006).

A quitosana é um polimero de residuos de glucosamina, a qual em alguns fungos
é formada através da quitina, através da enzima quitina desacetilase (FREE, 2013). A
presenca da quitonasa é um dos fatores que diferencia a parede celular dos fungos da
parede celular das plantas (GOW et al., 2016).

Os polimeros de glucanos sdo responsaveis por 30 a 80% da parede celular (FREE,
2013). A principal ligagao presente ¢ a 3-1,3-glucano, a qual esté presente entre 65-90%
dos glucanos, mas outras ligages foram observadas nas paredes celulares de fungos,
como B-1,6, em meio a B-1,3 ou B-1,4, a-1,3 e glucanos misturados a a-1,4-glucano
(BOWMAN & FREE, 2006; FREE, 2013).

Os polimeros beta glucanos podem ter agdes farmacologicas, como no estudo de
Van Loo (2004), no qual demonstra que as células epiteliais dos intestinos ndo sao
capazes de hidrolisar as ligagdes B-glicosidicas, sendo assim, conferidas uma potencial
fonte prebidtica. Os beta glucanos modulam o microbioma intestinal, auxiliando na
prevencdo de doencas cardiovasculares, constituindo uma abordagem panacéutica na
reducéo do risco dessa condi¢do (WOUK et al., 2021).

Tantos os polissacarideos de parede celular quanto aqueles excretados para 0 meio
extracelular sdo biomoléculas complexas que exibem uma diversidade quanto a
quantidade de unidades formadoras, a organizacgao, conformacao e extensao das cadeias,
a disposicao das ligacGes glicosidicas e a complexidade das ramificacfes e com pesos
moléculas variados (MAJEE; AVLANI; BISWAS, 2017).

1.3 Utilizacdo de macromoléculas de fungos

A utilizacdo dos polissacarideos oriundos dos fungos, tem sido aplicada na
formulacdo de cosméticos (MINGYI et al., 2019). Yang e colaboradores (2021),
avaliaram os efeitos dermatoldgicos de polissacarideos extraidos do fungo Tremella sp,
0s componentes purificados do polissacarideo de Tremella fermentado (FTPS) teve uma
melhor capacidade de prevenir a perda de umidade e aumentou o teor de umidade na pele.

Ha uma série de atividades farmacoldgicas de polissacarideos extraidos de fungos.
Em Castro e colaboradores (2014), polissacarideos extraidos de Caripia montagnei,

apresentaram uma atividade anti-edematosa superior aos anti-inflamatérios néao



esteroidais (AINES) indometacina e parecoxibe. Além de atividades antiangiogénica e
inibicdo de radicais livres.

O polissacarideo HDN-51 foi isolado do produto da fermentagcdo do fungo
filamentoso Lecanicillium kalimantanense, oriundos da marina antartica, demonstrou-se
ter atividade antioxidante (MILLER, 2018). Através de ensaios em ratos, verificou-se
atividade antidiabética de polissacarideos oriundos de Pleurotus ostreatus, por meio da
melhora a resisténcia a insulina e aumenta o armazenamento de glicogénio ao ativar a
fosforilacdo de GSKS e a translocacdo de transportador de glicose (GLUT4) (ZHANG et
al., 2016).

Wang e colaboradores (2014), analisaram polissacarideos extraidos do fungo
Pleurotus ferulae na supressao de tumores do melanoma B16F10, no cancer gastrico
humano BGC 823 e na linha celular epitelial gastrica humana GES-1 in silico. Foi
verificada a supressdo do crescimento de células tumorais, inibicdo da proliferacéo
celular, interrupcdo das células nas fases GO/G1, além de ndo demonstrar toxicidade para
as células ndo cancerosas.

Estes microrganismos sdo ricos em micromoléculas, como aminoacidos
essenciais, alcaloides e vitaminas (ZHANG et al., 2021). Os fungos possuem
macromoléculas, como proteinas, gorduras, carboidratos de pequenas cadeias e
polissacarideos em sua estrutura. Os polissacarideos sdo 0s principais compostos
bioativos de importancia biotecnoldgica (VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ &
PAREDES-LOPEZ, 2015). Estes polissacarideos estdo presentes nas paredes celulares
dos fungos (RAGHUKUMAR, 2017).

1.4 Fungos do género Rhizopus: Aspectos Gerais

Os fungos do género Rhizopus sdo zigomicetos saprotroficos, ou seja, estdo
presentes no solo e se alimentam de matérias organicas em decomposicdo, como
excrementos de animais e plantas (GRYGANSKY!] et at., 2018). O género foi descrito
por Ehrenberg em 1821, é pertence a ordem Mucorales e do filo Zygomycota
(EHRENBERG, 1821).

Os fungos pertencentes ao género Rhizopus sdo constituidos em partes por hifas
asseptadas e por hifas septadas, em que 0s septos produzidos ocorrem entre as juncoes
dos 6rgéos reprodutivos e micelio, ou ocasionalmente entre micélios envelhecidos (MA
etal., 2009).



Na medicina, é o principal agente causador de todas as formas de murcomicose,
no qual, o Rhizopus oryzae é responsavel por 60-80% dos casos desta doenca (IBRAHIM
et al., 2008). A murcomicose € uma infec¢do fungica angioinvasiva, comumente
associada com alta morbidade e mortalidade (PRAKASH & CHAKRABARTI, 2019;
SKIADA et al., 2018).

O contagio pode acontecer pela ingestdo de alimentos contaminados ou
inoculacdo na pele ou feridas, inalacdo de esporos nas narinas ou pulmdes nos
imunocomprometidos (REID et al.,, 2020). A forma rino-orbital murcomicose foi
altamente reportada em pacientes com COVID-19 (Corona Virus Disease 2019) na india
em 2021. Ambas doencas possuem fatores de risco em comum, imunocomprometimento
e Diabetes Mellitus (SINGH A, SINGH R, JOSHI, & MISRA, 2021).

O género possui relevancia econdémica em diversas areas. Na agricultura, sdo
agentes causadores de deterioracdo de vegetais frescos, ao entrar no tecido vegetal por
lesGes mecanicas, causando doencas e perdas devastadoras (TOURNAS, 2005).

Na industria, é utilizado como agente de fermentacdo de soja e ragi, devido ao
rapido crescimento e producdo de enzimas, como lipase e proteases, sobretudo na
industria alimenticia (ZHENG et al., 2007, DOLATABADI et al., 2016). Algumas cepas
de R.microsporus tém sido estudadas por produzirem toxinas farmaceuticamente ativas,
com capacidade de sintetizar metabdlitos (JENNESSEN et al., 2005).

1.4.1 Rhizopus microsporus var. oligosporus

A espécie Rhizopus microsporus var. oligosporus possui caracteristicas que o
diferencia de outros Rhizopus sp. A alta taxa de esporos grandes e irregulares, entre 10 a
31% afeta o veiculo de distribuicdo nas cepas deste fungo (JENNESSEN et al., 2008).

Atraves de analises de Southern blot do DNA genémico total do Rhizopus
microsporus var. oligosporus, foi possivel descrever duas quitinases e observar a sua
importancia morfogenética no crescimento de hifas do fungo (YANAI et al., 1992). As
quitinases hidrolisam as ligagdes B-1,4 no polimero de quitina, e podem desempenhar
diversas funcbes nos fungos, como a digestdo da parede celular e diferenciacdo dos
esporos. Essas enzimas sdo usadas na producdo de bioinseticidas (GOMES et al., 2010,
BALDONI, 2016).
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E amplamente utilizado na culinaria asiéatica na producio de comidas fermentadas,
como soja, devido sua capacidade amilolitica (DE BARROS et al., 2020). Na
biotecnologia, tem sido estudada a producao de enzimas, como a fitase, através do fungo
(JENNESSEN et al., 2005). Através de uma analise estrutural e fisica da fermentacdo de
soja através do Rhizopus microsporus var. oligosporus foi possivel notar producdo de
enzimas que hidrolisaram proteinas, lipidios e amido, ao fornecer substratos para o seu
préprio desenvolvimento (HAN DOYO & MORITA, 2006).

2 Polissacarideos

2.1 Conceitos gerais

O polissacarideo é uma macromolécula polimérica natural, de alto peso molecular,
composta por mais de dez monémeros, que sdo ligados por ligacdes glicosidicas em
cadeias lineares ou ramificadas e suas propriedades sdo determinadas por estas
caracteristicas (XIE etal., 2016, XU etal., 2019). As principais caracteristicas estruturais
envolvem massa molecular, composicdo quimica, grau de ramificacdo, conformacéo
tridimensional, tipo de ligacdo, polimerizacdo e etc (GONG et al., 2020).

Para se analisar a estrutura de um polissacarideo, € necessario determinar os tipos
de residuos monossacaridicos que constituem o composto bioldgico (YU et al., 2018).
Estes polissacarideos podem ser homopolissacarideos, compostos por monémeros da
mesma categoria, ou heteropolissacarideos, 0s quais além de possuirem mondmeros de
diferentes categorias, possuem varios tipos de ligacdes glicosidicas na sua estrutura
(RUTHES; SMIDERLE & IACOMINI, 2016, WANG et al., 2017).

Eles sdo produzidos por uma grande variedade de espécies, como plantas, algas,
microrganismos e animais (CHAKRABORTY, 2019). Os polissacarideos naturais sao
estudados em diversas areas, como alimentos, fabricacdo de papel e medicina (LIU,
WILLFOR, & XU, 2015). Polissacarideos microbianos como xantana, dextrana, gelana,
pululano e levana tém sido utilizados comercialmente em seu estado natural ou
modificado (LATGE; BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017), por conta das propriedades
fisicas e quimicas, como excipientes em formulagbes com funcBes de espessante,
gelificante, emulsificante, agente suspensor, estabilizador, invélucro de capsula,

formador de filme, aglutinante e agente de revestimento (KOJIC, et al., 2016).
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Os polissacarideos mais frequentemente encontrados nas paredes celulares
fungicas sdo quitina, glucanas e galactomananas. Além dos polissacarideos de parede
celular, existem também os exopolissacarideos fungicos, que sdo polissacarideos
extracelulares, encontrados na forma de limos e excretados para o meio extracelular. Esta
caracteristica é observada ao difundirem-se na fase liquida durante a fermentacdo e
provocarem o aumento a viscosidade do meio (WANG et al., 2014, DU et al., 2017). Os
grupos funcionais presentes nos polissacarideos, como grupos hidroxilas, carboxila e
amino, podem ser utilizados em modificacbes a fim de serem usados na biotecnologia

para o desenvolvimento de medicamentos e vacinas (WEN & OH et al., 2014).

2.2 Aplicacdes farmacoldgicas

Os polissacarideos tém atraido atencdo como produtos bioativos com potenciais
acOes farmacolodgicas (YU et al., 2018). Estudos demonstram aplicac@es biotecnoldgicas
e farmacoldgica de polissacarideos extracelulares e de parede celular produzidos por
fungos filamentosos, porém muitos polissacarideos com diferentes funcbes bioldgicas
ainda estdo por serem estudados, dessa maneira essas biomacromoléculas séo atraentes
para a biotecnologia e desenvolvimento de produtos farmacéuticos (KAGIMURA et al.,
2015, DA CUNHA etal., 2017).

Na perspectiva de observar potenciais efeitos de polissacarideos extraidos de
fungos, Liu e colaboradores (2014) desenvolveram um estudo, caracterizando o0s
polissacarideos oriundos da Russula vinosa. Como resultado, foi observada uma atividade
hepato protetora em camundongos por meio de mecanismos antioxidantes dos
polissacarideos soluveis em &gua e alcali. Polissacarideos sulfatados (SPSs) foram
isolados do fungo Antrodia cinnamomea e, através de ensaios in vitro observou-se a
atividade inibitoria do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), dessa

forma infere-se atividade anti-inflamatoria através dos SPSs (CHENG et al., 2016).

2.3 Inibicdo de enzimas digestivas por polissacarideos de parede celular de fungos

Os polissacarideos extraidos da parede celular do fungo Rhizopus microsporus
var. oligosporus possuem atividades hipoglicemiantes (CEDRO, 2019). Dessa forma, é
possivel avaliar a atividade inibitoria de enzimas digestivas. Polissacarideos extraidos de

fungos podem inibir a a-amilase, ao impedir a hidrolise de ligacdes glicosidicas de amido,
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assim, reduzindo os niveis de glicemia, um importante mecanismo no controle da
Diabetes Mellitus do tipo 2 (ZHAO et al., 2021).

Stojkovic e colaboradores (2019) utilizaram varias espécies de fungos para avaliar
a atividade inibitoria de compostos dos fungos sobre as enzimas digestivas, a-amilase e
a-glicosidase. Foi verificada atividade inibitoria da a-glicosidase de polissacarideos
extraidos da parede de Cordyceps militaris. Extratos de polissacarideos de Inonotus
obliquus e Phellinus linteus apresentaram atividade antidiabética.

Polissacarideos extraidos de pleurotus ostreatus foram utilizados em ensaio de
inibicdo enzimatica de a-glicosidase e a-amilase, na qual a atividade de inibigdo da e a-
glicosidase atividade de inibicdo (IC50 variando de 0,0376 a 0,165 mg/mL) foi maior que
do padrdo acarbose (IC50 de 4,69 mg/mL). Houve inibi¢do da enzima a-amilase (1C50
variando de 1,20 a 6,90 mg/mL), porém inferior ao padrdo acarbose (IC50 de 0,039
mg/mL) (ZHU et al., 2014).

Foram isolados polissacarideos do fungo Trichoderma harzianum, e identificado
através de infravermelho por transformada de Fourier e ressonancia magnética nuclear o
principal componente, a-d-glucopiranose ligada a (a-1—4). Este polissacarideo
apresentou maior atividade de eliminagdo de ABTS+ (47,09 £ 2,25% e DPPH (26,44 +
0,12%), bem como maior atividade de inibi¢do de a-amilase (69,30 + 1,28%) e a-

glicosidase (68,22 + 0,64%) (SARAVANAKUMAR et al., 2021).

2.4 Obtencéo e avaliagdo de polissacarideos

Os produtos comerciais derivados de polissacarideos fungicos ainda séo limitados
e 0S pPrecos sao onerosos, por consequéncia das dificuldades em separa-los e purifica-los.
Por isso, o desenvolvimento de técnicas simples, rapidas e efetivas para a separagao e
purificacdo de polissacarideos bioativos de fungos para alimentos e medicamentos
funcionais tem atraido atencdo (YAN et al., 2014).

Para melhores resultados das possibilidades de aplicacdo é necessario elucidar a
composicdo e conformacgado molecular, pois 0s aspectos funcionais dessas biomoléculas
estdo associadas a esses fatores. Para caracterizar quimicamente os polissacarideos, é
necessario compreender 0s processos de extracdo e purificacdo. O método de extracdo
tem efeito no rendimento, caracteristicas e atividades dos polissacarideos. A extracao
pode ser feita com agua quente, por ultrassom, por enzimas, enzimatica assistida e por
solventes (DUAN et al., 2018).
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Para tanto, modelos de design experimental em conjunto com a metodologia de
superficie de resposta, favorecem os processos de otimizacéo das condigdes de extragao,
por permitirem avaliar os efeitos de diversos fatores e suas interagcfes em uma ou mais
variaveis de resposta (VALASQUES JUNIOR et al., 2017).

Os métodos cromatograficos permitem a purificacdo de polissacarideos e outras
macromoléculas por separacdo (CHOONG et al., 2018). A espectroscopia de
infravermelho é uma técnica analitica, rapida, eficiente, com custos relativamente baixos,
que se baseia na identificacdo de grupos funcionais de moléculas organicas, através dos
espectros de vibracdo expressos em diferentes nimeros de onda. Dessa forma, a
existéncia ou ndo de grupos funcionais, seus estados de protonacdo e alteracBes na
molécula podem ser percebidos por analise da posicdo e intensidade das bandas de
absorcdo (OJEDA; DITTRICH, 2012).

Na caracterizacdo de polissacarideos, a ressonancia magnética nuclear permite
determinar a estrutura, mesmo quando em misturas com outros componentes. A técnica
quantifica os diferentes grupos funcionais e detecta demais componentes e impurezas
presentes na amostra. Sua alta resolucéo oferece informac¢des minuciosas quanto ao tipo,
numero, configuracgdes, posicdo da ligacdo e proporgdes de residuos de agticar em um
polissacarideos (CHENG; NEISS, 2012).

3 a-amilase

A oa-amilase € uma enzima digestiva presente na saliva e no intestino, e é
responsavel pela hidrolise de ligagdes glicosidicas (al—4) do amido, produzindo
oligossacarideos e moléculas de glicose. O processo de hidrolise das ligagdes glicosidicas
comega com as a-amilases salivares, e continua com as o-amilases pancreaticas no
intestino delgado, onde seréo produzidos maltose, maltotriose e dextrinas-limite (a1 —6)
(NELSON & COX, 2017).

A a-amilase humana possui 0 peso molecular de 57,6 kDA, apresenta calcio na
sua estrutura, que tem como fungdo estabilizar a estrutura tridimensional e ativacao
alostérica. A proteina tem 512 aminoacidos em uma cadeia Unica de proteina, contendo
trés dominios principais: A, B e C, onde o célcio esta presente entre 0os dominios A e B
(WHITCOMB & LOWE, 2007). Devido sua estrutura tridimensional e acdo dos grupos

cataliticos, a a-amilase tem a capacidade de fazer ligacdo ao substrato e promover a



14

hidrolise das ligacdes glicosidicas (a1 —4) do amido (DE SOUZA & MAGALHAES,
2010).

As endoamilases rompem internamente as ligagdes glicosidicas (al—4) de
amilopectinas e alfa-amilose. As exoamilases clivam as ligagdes glicosidicas do tipo (a.-
1—4) ou ambas as ligagcdes (al—4 e al—6), a partir da extremidade ndo redutora,
produzindo glicose ou maltose (PINHO, 2004).

As principais vantagens da utilizagdo da a-amilase microbiana estéo relacionadas
ao bom custo beneficio pela producdo, com a facilitada manipulagdo dos micro-
organismos com uma maior produtividade em relacdo ao menor espaco utilizado e tempo
reduzido (DEY et al., 2016). No trabalho de Santos e colaboradores (2020), foi utilizado
o fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus para a producdo e caracterizagcdo da
amilase extraida do préprio micro-organismo, em condic¢des favoraveis tanto de espaco e
tempo.

E possivel observar que as alteracdes dos indices de a-amilase plasmatica
possuem relacdes com diversas doencas (AZZOPARDI et al., 2016). Em um estudo com
9.340 pacientes diabéticos, 11,8% apresentaram aumento da a-amilase (STEINBERG et
al., 2014). Realizou-se um estudo com 25 pacientes com Sindrome de Sjégren, no qual
foi verificado que 24% apresentaram hiperamilasemia (HERNANDEZ-MOLINA &
MICHEL-PEREGRINA, 2011).

A a-amilase salivar tem sido estudada como biomarcador de estresse em
avaliacOes psicoldlgicas de sindrome de Burnout e em individuos com liquen plano bucal
(DE FRANCA, 2018; KATZ et al., 2016). Assim, a dosagem de o-amilase apresenta
novas aplicagdes clinicas e diagndsticas de condi¢des de saude (AZZOPARDI et al.,
2016).

4 Estudo insilico de compostos bioativos

Ferramentas computacionais de estudos in silico sdo usadas como estratégias
produtivas, custo-efetivas e de rapida execucdo. Estas caracteristicas sdo interessantes
para reduzir o tempo da descoberta de novos farmacos e avaliar, segundo aspectos
tedricos computacionais, a efetividade da molécula. Para o sucesso da triagem virtual, é

essencial a selecdo de substancias que possuem maior probabilidade de interagir com seus
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respectivos alvos proteicos e apresentarem atividade farmacoldgica (FERREIRA et al.,
2015).

Tendo em vista o0 alto custo do desenvolvimento de medicamentos, as abordagens
computacionais surgem como uma alternativa, que permite a triagem de um grande
nimero de compostos e, ao selecionar um ndmero restrito de potenciais farmacos,
delimita-se os compostos bioativos a serem testados in vitro (KAZMI et al., 2019).

O processo de varredura virtual depende de bancos de dados com uma vasta
diversidade molecular, que forneca os compostos para que sejam realizados 0s ensaios in
silico. O principal banco de dados de estruturas de macromoléculas é o Protein Data Bank
(PDB), um arquivo mundial onde estdo publicadas milhées de moléculas cristalograficas
determinadas por métodos de ressonancia magnética nuclear (NMR) (BERMAN et al.,
2000).

S&o duas as principais abordagens de triagem virtual baseadas em estrutura:
aquelas baseadas em coordenadas de proteinas e aquelas com base nas coordenadas do
ligante. O encaixe ligante-receptor pode ser dividido em duas partes: o posicionamento
correto de um ligante, e seu reconhecimento (HAWKINS; SKILLMAN & NICHOLLS,
2007).

Foram realizados estudos in silico através de docagem molecular para avaliar as
ligacOes de quatro compostos naturais oxiprenilados, previamente estudados in vitro, os
quais apresentaram inibicdo enzimatica de enzimas digestivas, a-amilase e a-glucosidase.
O estudo in silico concluiu que os compostos possuem interacdes favoraveis a inibicdo
das enzimas, corroborando com os testes in vitro (FARAONE et al., 2021).

Os compostos sintetizados através de derivados de dicianoanilina de piridina,
tiofeno, furano e fenil foram submetidos a testes in vitro para avaliar o potencial de
inibicdo enzimatica das enzimas a-amilase e a-glucosidase. Os cinco compostos que
apresentaram inibicdo superior ao padréo acarbose, foram submetidos aos estudos in
silico, os quais apresentaram o envolvimento desses compostos com diversas ligacdes
dentro do sitio alvo da enzima (SALEEM et al., 2022).

Para a avaliacdo do potencial anti-hiperglicémico, foram sintetizados vinte novos
derivados de magnolol do acido cindmico e avaliados in vitro e in silico a atividade
inibitoria de a-glicosidase e a-amilase. O composto 6j demonstrou 0 maior potencial
inibitério para ambas as enzimas, e 0s estudos in silico demonstraram interacGes de

ligacOes entre o composto e as enzimas digestivas (HU et al., 2021).
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4.1 Docking molecular

A triagem virtual utiliza-se do acoplamento ou docking molecular, que identifica
0S compostos com caracteristicas quimicas e estruturais semelhantes de ligantes usuais,
que facam interacdo com um determinado alvo molecular (RODRIGUES et al., 2012). O
objetivo é prever as conformac@es ligadas e a afinidade de ligacdo (TROTT; OLSON,
2010). Dessa forma, possibilita a selecdo de compostos bioativos que apresentam um
conjunto de interacdes intermoleculares favoraveis.

O docking prevé a conformacdo mais favoravel do ligante dentro do sitio alvo da
proteina, através da avaliacdo da energia de ligacdo do ligante e da energia intermolecular
do complexo ligante-receptor (MAGALHAES; BARBOSA & DARDENNE, 2004). A
partir da conformacéo espacial do ligante acoplado ao sitio ativo da proteina, sdo obtidas
energias livres de ligacdo, em que a menor energia de entropia (AS) € a mais provavel
para justificar a conformacéo da interacdo (KITCHEN, 2004).

Os algoritmos de busca e uma funcdo de pontuacdo de energia (scoring), que
produz um valor de energia de ligacdo em kcal/mol, séo as principais ferramentas para a
realizacdo do docking, ao classificar as melhores conformacdes de ligacdo do sitio ativo
do receptor (ALONSO et al., 2006).

5 Sistema Imunolégico

5.1 Conceito geral

Um sistema de defesa contra invasores esta presente na maioria dos organismos
vertebrados e invertebrados, porém o sistema imunoldgico complexo e sofisticado surgiu
em especies de mamiferos evoluidos (BEURA et al., 2016). O corpo humano representa
um substrato com abundéncia de nutrientes, calor, protecéo e residéncia para organismos
crescerem e se reproduzirem (ACTOR, 2019). O sistema imunoldgico serve como uma
rede de defesa do hospedeiro contra diversos tipos de invasores, como virus, bactéria,
fungos e parasitas, ao limitar e inibir a entrada destes organismos (HOWELL &
SHEPHERD, 2018). O sistema imune é dividido em duas categorias principais: A
imunidade inata e imunidade adaptativa (ANISMAN; HAYLEY & KUSNECOV, 2018).
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5.1.1 O sistema imunoldgico: Inato

A imunidade inata abrange a primeira fase ou barreira de combate ao agente
invasor ou lesdo causada por agentes fisicos ou quimicos (MEDZHITOV, 2007). Esta
rede defensiva inclui barreira fisica, como os mecanismos anatdmicos (pele e membranas
mucosas), mecanismos fisioldgicos, como pH, temperatura e mediadores quimicos,
mecanismos fagociticos e mecanismos inflamatérios (ACTOR, 2019).

A principal acdo do sistema imune inato € recrutar células efetoras para o local
invadido ou lesionado, para através de marcadores, remover o corpo estranho de forma
eficaz e iniciar o processo de cicatrizacdo e remodelagdo do tecido lesionado
(KESELOWSKY; ACHARYA & LEWIS, 2020). Esta resposta se da quando o patégeno
ou lesdo € detectada por Receptores de Reconhecimento de Padrdes, do inglés (PRRs), 0s
quais reconhecem padrdes de estruturas ou metabolismo de micro-organismos, 0S
denominados Padrées Moleculares Associados a Patégenos, do inglés (PAMPS), que
ativam as células imunes inatas para que se obtenha a sinalizacao e resposta aos invadores
(GOODMAN, 2021).

O sistema imunoldgico inato consiste em granuldcitos (eosinofilos, basofilos, mas
principalmente neutroéfilos), células dendriticas, macréfagos, mastocitos, mondcitos,
células linfoides inatas (Interleucinas, células Natural Killers - NK), y3 T células (DE
MORAES-PINTO; SUANO-SOUZA & ARANDA, KESELOWSKY; ACHARYA &
LEWIS, 2020, GOODMAN, 2021). Essas células estdo imediatamente disponiveis para
agir de forma eficiente em uma ampla gama de patdégenos de forma inespecifica (DE
MORAES-PINTO, SUANO-SOUZA & ARANDA, 2020).

5.1.2 O sistema imunoldgico: Adaptativo

A imunidade adaptativa determina a inflamagao e o reparo do tecido de forma
especifica, desenvolvida apds dia ou semanas em face do reconhecimento de antigenos
(BLANCHARD; SALVIONI & ROBEY, 2020). Os antigenos podem ser proteinas,
carboidratos, lipidios, ou outras moléculas menores, podendo ser de fonte externa ou do
préprio hospedeiro, os chamados auto-antigenos. A imunidade adaptativa € caracterizada
por um vasto repertério de moléculas receptoras oriundas de recombinagdo de genes
somaticos e memoéria imunoldgica (KESELOWSKY; ACHARYA & LEWIS, 2020).
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A imunidade inata se relaciona a imunidade adaptativa atraves da ativacdo das
ceélulas dendriticas inatas e macrdfagos via reconhecimento microbiano por PRRs, o qual
aciona a inducdo de moléculas co-estimulatorias, que se ligam aos receptores co-
estimuladores nas células T e ativar respostas imunes adaptativas (GOODMAN, 2021).
Estes estimuladores sdo proteinas, quimiocinas e citocinas, que mediam as respostas das
células imunes, sendo Proteinas de Macréfagos Inflamatorios alfa-1 (MIP1a), Regulado
apo6s Ativacdo, Célula T normal expressa e Secretada (RANTES), Oncogene alfa
Regulado pelo Crescimento (GRO-a), Proteina Quimotatica de Granulécitos 2 (GCP-2),
e Fator 1 Derivado de Célula do Estroma alfa/beta (SDF-10/B), exemplos de quimiocinas,
e a familia IL-1, os interferons, a familia TNF e a superfamilia da hematopoietina, as
citocinas (KESELOWSKY; ACHARYA & LEWIS, 2020, GOODMAN, 2021).

As respostas imunes adaptativas séo mediadas por linfécitos, que subdividem-se
em dois tipos principais: as células B, que produzem anticorpo; e as células T, que servem
funcbes regulatérias e auxiliares, bem como funcBes de eliminacdo de células
(ANISMAN; HAYLEY & KUSNECOV, 2018).

A imunidade adaptativa é dividida em celular e humoral (SUN et al., 2020). A
imunidade humoral é mediada pelo reconhecimento de anticorpos (imunoglobulinas) de
antigenos associados a patdgenos (ACTOR, 2012). Essas imunoglobulinas sdo moléculas
efetoras e estdo divididas por cinco classes: 1gG, IgA, IgM, IgE e IgD (JANEWAY etal.,
2002).

O reconhecimento de antigeno se da de forma especifica por linfocitos B, e ocorre
através da ligacdo a membrana receptores, e desencadeia a proliferacdo e diferenciacdo
em células plasméticas produtoras de anticorpos. Essa ativacdo é mediada através de
linfdcitos auxiliares T CD4 (ACTOR, 2012). A imunidade celular envolve os linfécitos
T, os quais secretam fatores de regulacdo imunoldgica apds células apresentadoras de
antigeno apresentarem o antigeno de organismos invasores aos linfocitos, que irdo emitir
uma resposta a nivel celular (ACTOR, 2019).

Essa ativacdo celular dos linfécitos T citotoxicos CD8 se da por meio da ligacdo
entre o complexo de histocompatibilidade principal da classe I (MHC-1) associado ao
peptideo e o receptor clonal dos linfocitos T (TCR) e de moléculas co-estimulatdrias. Os
linfocitos auxiliares Thl, produzem a IL-2, que irdo ativar e proliferar os linfocitos T
CD8, e induzir a producéo de perforinas e granzinas. Através da liberacdo de 6xido nitrico

e do complexo de histocompatibilidade de classe 2 (MHC-2) na membrana, os linfdcitos
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Thl podem produzir a citocina INF-y, que tem como funcdo ativar os macréfagos e
induzir a citotoxicidade (TIZARD, 1998).

6 Atividade Imunomoduladora

O sistema imunolégico, quando invadido, produz uma resposta inflamatéria que
identifica e apresenta o invasor para os defensores. Através do sistema de memodria
imunoldgica, a resposta se torna mais especifica e imediata. Se houver imprecisdes na
regulamentacdo do sistema, pode ocorrer uma série de doengas auto-imunes, em que 0
sistema imunoldgico reconhece células proprias como invasoras, causando doengas, por
exemplo, alergias, asma e artrite reumatoide. Outras implicacGes podem ser acarretadas
por desregulagdes do sistema imune, como rejeicdo a transplantes e varios tipos de cancer
(KUMAR, 2021).

Os imunomoduladores sd@o agentes capazes de atuar como modificadores da
resposta biologica, a0 aumentarem ou suprimirem as respostas imunolodgicas. Eles tém
sido utilizados na clinica para tratar certos tipos de canceres, infecc@es virais, doencas
autoimunes e doengas de imunodeficiéncia (LEE, 2006). Com a descoberta dos
imunomoduladores, foi possivel manipular o sistema imune a fim de reduzir os efeitos
associados as terapias que alteram a resposta imunoldgica, como quimioterapia e
transplantes e restaurarem a resposta imune normal ao estimular a resposta imune de
individuos susceptiveis a invasores especificos (DUTTA, 2002).

Nesta perspectiva, os polissacarideos f-glucana e quitina obtidos da parede celular
de fungos tém se mostrado promissores para a descobertas de novos farmacos que atuem
na inumomodolacdo. A quitina e a quitosana presentes nas paredes celulares de fungos,
sdo degradados em microparticulas quitinosas, e possuem efeitos imunomoduladores e
sdo utilizados para tratar doencas inflamatdrias, como asma alérgica e doenca
inflamatdria intestinal (HOSEINI et al., 2020).

Jeurink e colaboradores (2008) analisaram cepas de oito fungos, quanto a
atividade imunomoduladora das fracGes de proteinas isoladas e fragdes de polissacarideos
liquidos. Os resultados demonstraram que as proteinas dos fungos V. volvacea e G.
lucidum mostraram atividade imunomoduladora, ao induzir a producdo de IL-2, dessa
forma podendo atuar no efeito direto nos monocitos, e indiretamente na ativacdo de

células T e na producdo de citocinas.
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O polissacarideo B-glucana, (1—6)-p-d-glucopiranosil, extraido do fungo Russula
albonigra foi submetido a testes in vitro para avaliar a atividade imunomoduladora. O
polissacarideo mostrou atividade imunoestimuladora pela ativagdo de macrofagos pela
producdo de 6xido nitrico, bem como proliferacdo de esplendcitos e timacitos (NANDI
etal., 2014).

Um polissacarideo pB- (1—3)-d-glucano insoluvel em agua, extraido do fungo
Ganoderma lucidum, mostrou atividade anti-inflamatéria no modelo de células Raw
264.7 induzidas por LPS, pelo bloqueio de NF-xB ¢ JINK MAPK (WANG; YUAN &
YUE, 2014).

Foram extraidos polissacarideos brutos de residuo de soja fermentado com o
fungo Morchella esculenta. Os resultados obtidos do estudo in vitro das atividades
antitumorais da linha celular hepatocelular humana (HepG-2) e células de carcinoma
cervical humano (Hela), demonstraram um 6timo potencial ao inibirem o crescimento
mais alto em células HepG-2 de 68,01% e inducdo da apoptose, e nas células Hela ao
interromper a progressao do ciclo celular na fase GO / G1. Estas respostas
imunomoduladoras podem ter uma importante acdo antitumoral (LI etal., 2017).

O potencial imunomodulatorio de polissacarideos extraidos e isolados de fungos
esta apenas emergindo (WONG; LAI & CHEUNG, 2011). Assim como os estudos
citados acima, estes polissacarideos podem estimular o sistema imunoldgico, dessa
forma, estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de novos farmacos com

capacidade imunomoduladora.
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Avaliagéo in silico de inibicdo enzimatica da a-amilase pelo polissacarideo B(1,3)
B(1,6) glucogalactano extraido da parede celular de Rhizopus. microsporus var.
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RESUMO

A triagem virtual de compostos bioativos é uma estratégia acessivel para avaliagdo de
seus potenciais biotecnoldgicos e farmacol6gicos. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade inibitéria do polissacarideo isolado da parede celular de Rhizopus.
microsporus var. oligosporus sobre a-amilase, através de analises de interagdes do sitio
ativo, em comparacdo com o padréo acarbose. A selegdo da enzima a-amilase humana de
cddigo 3BAJ, se deu pelo banco de dados Protein Data Bank (PDB). O docking molecular
foi realizado através do programa AutodockTools 1.5.6.rc3. O calculo das energias de
ligacOes foi realizado utilizando o programa Autodock Vina. A analise das ligag6es do
sitio ativo com polissacarideo e acarbose foi realizada pelo programa Discovery Studio
3.5. O caélculo de descritores foram realizados pelo programa MarvinSketch 21.14 para
determinar se o polissacarideo possui biodisponibilidade oral segundo os pardmetros de
Lipinski e Veber. O calculo das energias de ligacdo apresentou proximidade dos valores
de energia livre entre a acarbose e a unidade monomeérica do polissacarideo B(1,3) B(1,6)
glucogalactano, alcangando um valor méximo de -1,1 kcal/mol. Asandlises de superficies
de ligacdo de sitio ativo demonstraram ligacdes eletrostaticas e forca van der Waals tanto
com o padrdo acarbose, quanto o polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano. O
polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano ndo atendeu aos parametros estabelecidos de
biodisponibilidade oral de Lipinksi e Veber, o que € desejado, uma vez que, como inibidor

da a-amilase, ele ndo deve ser absorvido no TGI.

Palavras-chave: triagem virtual. docking molecular. acarbose.
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1 Introducéo

As a-amilases sdo enzimas que degradam o amido e que catalisam a hidroélise de
ligagdes a-1,4-O-glicosidicas internas nos polissacarideos com a retencdo da
configura¢do a-anomérica nos produtos (SINDHU; BINOD & PANDEY, 2017). As a-
amilases degradam o carboidrato de cadeia longa até a producdo de agucares simples,
como a maltose e a maltotriose (NELSON & COX, 2017).

A acarbose é um oligossacarideo complexo administrado via oral, que tem como
funcdo inibir reversivelmente as enzimas a-glicosidase e a-amilase para reduzir a
absorcdo da glicose (OBOH et al., 2016). Essas enzimas tém como funcdo degradar
ligacOes glicosidicas dos carboidratos da dieta em monossacarideos. Assim, a acarbose
retarda a hidrolise de carboidratos de cadeia longa, atenuando os picos hiperglicémicos
pos-prandiais ao reduzir a absor¢do da glicose (BALFOUR; MCTAVISH, 1993;
FUJISAWA et al., 2005).

Os polissacarideos do grupo dos B(1,3) glucanos produzidos e extraidos da parede
celular de fungos possuem potenciais farmacologicos (SAMUELSEN,
SCHREZENMEIR & KNUTSEN, 2014). Foram verificadas atividades hipoglicemiantes
do polissacarideo extraido da parede celular do fungo Rhizopus microsporus var.
oligosporus, sendo este um potencial composto para o desenvolvimento de um inibidor
enzimatico (CEDRO, 2019).

A triagem virtual utiliza-se do docking ou acoplamento molecular, que identifica
os diferentes compostos com caracteristicas quimicas e estruturais semelhantes de
ligantes para determinado alvo molecular. Assim, possibilita a selecdo de moléculas que
apresentam um conjunto de interacdes intermoleculares favoraveis (RODRIGUES et al.,
2012). A triagem virtual ou in silico, € um excelente complemento para as técnicas
experimentais demoradas e dispendiosas, pois prediz a viabilidade das moléculas por
modelos computacionais (BERRY; FIELDING & GAMIELDIEN, 2015).

A analise de docking molecular tem sido uma das estratégias mais importantes
para a descoberta de novos medicamentos (SHITYAKOV; FOERSTER, 2014). O
docking molecular € composto por dois algoritmos, o de amostragem, no qual prevé as
conformac6es tridimensionais que o ligante pode assumir dentro do sitio ativo, e o
algoritmo de pontuacdo, que prevé as energias de ligacdo entre ligante e o receptor para
cada conformacdo prevista (SILAKARI; SINGH, 2021).
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Tendo em vista que nao se tém trabalhos avaliando a inibicdo da enzima a-amilase
humana por polissacarideo da parede de R. microsporus var. oligosporus, B(1,3) B(1,6)
glucogalactano, na literatura pesquisada, foi realizado o estudo através de triagem
computacional para avaliar o potencial inibitério do polissacarideo em relagdo a a-

amilase ao comparar com o padrédo acarbose.

2 Materiais e Métodos

2.1 Selegdo da enzima a-amilase

A selecdo da enzima se deu através da busca no banco de dados de estruturas 3D,
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Foi selecionada a estrutura
cristalografica da a-amilase humana de cddigo PDB 3BAJ. O filtro de selecdo foi o
método experimental de difracdo de raio X, com resolucéo e valor de R maiores que 2,0
A e 0,2. Considerou-se a presenca de um ligante, acarbose, e dois ativadores nucleares na

estrutura do receptor, os ions calcio e nitrato.

2.2 Preparacéo da estrutura tridimensional da enzima o-amilase

O programa AutodockTools 1.5.6.rc3 foi utilizado para preparar a estrutura
tridimensional do alvo molecular, a enzima a-amilase (SANNER, 1999). Neste processo,
foram removidos os ligantes e solventes presentes na estrutura. Adicionou-se atomos de
hidrogénio e cargas para adequacdo da estrutura quimica. O ligante acarbose foi
convertido ao formato .pdbqt através do programa AutodockTools 1.5.6.rc3, para que
fosse possivel realizar o docking molecular (SANNER, 1999).

A determinacdo espacial do sitio alvo do receptor foi feita por meio da posi¢do do
ligante |(acarbose) a interagir com o receptor (sitio ativo da enzima a-amilase). Para tal,
0 programa AutodockTools 1.5.6.rc3 também foi utilizado para determinar as
coordenadas do espaco de procura do sitio ativo do receptor (SANNER, 1999). Através
do grid box foi determinado o sitio ativo da enzima, por meio um conjunto tridimensional
de pontos regularmente espagados. As coordenadas do espaco de procura foram

estabelecidas em um espaco de 1 A.

2.3 Construcéo da unidade monomérica do polissacarideo (1,3) B(1,6) glucogalactano
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Através do programa MarvinSketch 21.14 (CHEMAXON, 2021) foi gerada a
unidade molecular tridimensional do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano,
extraido da parede celular de Rizophus. microsporus var. oligosporus (CEDRO, 2019).
A molécula foi convertida para o formato .pdbqt através do programa Autodock Tools
1.5.6.rc3 (SANNER, 1999).

2.4 Docking e identificagdo de potenciais interagdes com a enzima a-amilase

O docking molecular foi realizado utilizando o Autodock Vina (TROTT; OLSON,
2010), responsavel por calcular a energia de ligacdo da interacdo do ligante acarbose com
a enzima a-amilase, assim como a energia de ligacdo da interacdo da unidade monomérica
do polissacarideo B(1,3) P(1,6) glucogalactano com a a-amilase. Os resultados foram
observados pelo prompt de comando do computador. Juntamente com as energias de
ligacdo tabeladas, as interagdes e as nuvens de energia foram analisadas pelo programa
Discovery Studio 3.5 (BIOVIA, 2016).

2.5 Parametros de Lipinski e Veber

Os parametros de Lipinski e colaboradores (2001) e Veber e colaboradores
(2002): Log P, numero de grupos doadores de elétrons, nimero de grupos aceptores de
elétrons, peso molecular, nimero de ligacdes rotacionais e a area de superficie polar
foram calculados pelo programa MarvinSketch 21.14 (CHEMAXON, 2021) para prever
a biodisponibilidade oral (absor¢do e permeabilidade) do polissacarideo B(1,3) B(1,6)

glucogalactano.

3 Resultados e Discussao

3.1 Definicao das coordenadas espaciais do sitio de ligacdo da enzima

A proteina selecionada no banco de dados PDB - Protein Data Bank foi a a-
amilase humana, de cédigo PDB 3BAJ, representada na Figura 1 pela sua estrutura
cristalografica em raio-X (BERMAN et al., 2000, MAURUS et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura cristalografica da enzima a-amilase humana

Fonte: MAURUS et al., 2008.

O ligante acarbose (Figura 2) foi utilizado como modelo para relacionar com os

enzima a-amilase.

Figura 2. Estrutura bidimensional da acarbose

Fonte: Banco de dados Pubchem

O docking molecular foi realizado pelo programa AutoDock Tools 1.5.6.rc3.
Através do Grid Box, foram determinadas as coordenadas espaciais do sitio ativo da
enzima, por meio do encaixe da molécula de acarbose a a-amilase. A caixa de ancoragem
apresentou coordenadas X, Y e Z de 8.897, 15.357, 39.865, respectivamente e dimensoes
de 22 x 14 x 16 A.

A partir das coordenadas tridimensionais do sitio de ligagdo da enzima a-amilase,
foi possivel calcular as energias de ligagdo do inibidor da a-amilase, acarbose, e do

polissacarideo extraido da parede celular de R. microsporus var. oligosporus, B(1,3)
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B(1,6) glucogalactano (Figura 3). Dessa forma, verificou-se o potencial efeito inibitério
da a-amilase pela unidade monomérica do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano,

atraves de analises comparativas com a acarbose.

Figura 3. Estrutura bidimensional da unidade monomérica do do polissacarideo (1,3)

B(1,6) glucogalactano

Fonte: MarvinSketch 21.14

O polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano faz parte do grupo dos B(1,3) B(1,6)
glucanos que possuem uma cadeia lateral ramificada, e esta presente nas paredes celulares
de fungos e leveduras (STONE, 2009). Os B(1,3) glucanos exibem uma estrutura
helicoidal tripla e se dissolvem em solugdes alcalinas, podendo exibir atividades
imunomoduladoras, devido a capacidade de ativar componentes celulares e humorais do
sistema imunologico do hospedeiro (SONG; SHANG; RATNER, 2012).

3.2 Calculo das energias de ligacdo

Através do programa AutoDock Vina realizou-se os calculos das energias de
ligacdo da acarbose e do B(1,3) B(1,6) glucogalactano, representados na Tabela 1.
(TROTT; OLSON, 2010).
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Tabela 1. Energias de ligacdo em kcal/mol

Acarbose B(1,3) B(1,6) glucogalactano
-8.9 -7.8
-7.9 -1.7
-1.7 -7.1
75 7.1
7.4 71
72 7.1
-7.0 -7.1
-7.0 -7.1
6.8 -7.1

A energia de ligagdo (AG) ¢ a totalidade de energia atrelada a um sistema
disponivel para a realizagdo de trabalho. A energia livre se da em kcal/mol, na qual o
complexo proteina-ligante passa por modificagfes estruturais em diferentes angulos que
ocorrem durante a interacéo.

Os valores de energia livre da acarbose e do polissacarideo B(1,3) B(1,6)
glucogalactano variaram em no méaximo -1.1 kcal/mol, dessa forma indicando uma
possivel interacdo do polissacarideo extraido da parede celular do fungo R. microsporus
var. oligosporus, com o sitio de ligagdo da enzima a-amilase.

E importante salientar que a energia livre de Gibbs (AG), pode ser expressa pela
férmula AG = U - TAS. Sendo U a energia interna da molécula, T a temperatura absoluta
do sistema e AS a entropia da molécula estudada (SMITH, 2007). Quanto menor a
entropia do sistema, ou seja AS negativo, a desordem causada no sitio de ligacdo ligante-

receptor € menor, e mais favoravel é a reacéo.

3.3 Analise das ligacdes e residuos de aminoacidos envolvidos no sitio ativo

Mediante o programa Discovery Studio 3.5, foram realizadas as analises das

ligacbes envolvidas no sitio de ligacdo, bem como os residuos de aminoacidos
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presentesnas ligacGes. Como parametro foi analisada a interacdo do ligante acarbose e do

polissacarideo com o sitio de ligacdo da enzima a-amilase (Figura 4 e 5).

Figura 4. Interacdes intermoleculares dos residuos de aminoacidos do sitio de ligacao

da a-amilase e acarbose
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O acoplamento da acarbose com o sitio ativo da enzima a-amilase apresentado na
Figura 4 exibiu ligacGes eletrostrasticas entre os residuos de aminoacidos HIS A:299,
ASP A:300, ARG A:195, GLN A:63, HIS A:101, ALA A:198, LYS A:200, HIS A:201,
GLU A:233 e atomos de oxigénio da acarbose. Houve interacdo eletrostatica entre os
residuos ASP A:300 e GLU A:233 com o nitrogénio do ligante. Foram observadas
interacdes do tipo forca de Van der Waals entre os residuos THR A:163 e TRP A:59 com
oxigénios da acarbose. Os residuos GLY A:104, ILE A:235, LEU A:165, LEU A:162 e
TRP A:58 apresentaram contatos proximos com o ligante acarbose através de interacoes
de Van der Waals. Osresiduos TYR A:151, GLU A: 240, HIS A:305, ASP A:197e TYR
A:62 apresentaram contatos proximos com o ligante acarbose através de ligacdes

eletrostaticas.
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Figura 5. InteracGes intermoleculares dos residuos de aminoacidos do sitio de ligacéo

da a-amilase e B(1,3) B(1,6) glucogalactano
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O acoplamento do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano com o sitio ativo
da enzima a-amilase apresentado na Figura 5 exibiu interacdo de Van der Waals entre o
residuo TYR A:62 e o oxigénio da estrutura do B(1,3) B(1,6) glucogalactano. Notou-se
outras interacdes de Van der Waals por contatos préximos entre os residuos ALA A:198,
ILE A:235, LEU A:165 e GLN A:63 com o B(1,3) B(1,6) glucogalactano. Os residuos
TRP A:59, THR A:163, HIS A:305, GLU A:306, HIS A:201, GLU A:306, LYS A:200,
ASP A:300, SER A:199, TYR A:151, GLU A:233 e ASP A:197 apresentaram contatos
proximos com o B(1,3) B(1,6) glucogalactano através de ligacOes eletrostéticas.

Dessa forma, os residuos de aminoacidos coincidentes no sitio ativo de ligacdo da
enzima com a acarbose e 0 polissacarideo, bem como as mesmas intera¢des de forgas de
ligagdo, inferem uma boa interagdo entre o sitio ativo da enzima o-amilase e o

polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano.

3.4 Parametros de Lipinski e Veber

Na Tabela 2, estdo os resultados dos calculos dos descritores para a avaliagdo da

biodisponibilidade oral do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano.
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Tabela 2. Parametros para avaliagio da biodisponibilidade oral do B(1,3) B(1,6)

glucogalactano

Parametros p(1,3) p(1,6) Valores de Referéncia*

glucogalactano

NUmero de doadores de elétrons 14 <5
NuUmero de aceptores de elétrons 21 <10
Peso molecular (g.mol?) 666.579 <500
LogP -8.25 <5
NUmero de ligagdes rotacionais 10 <10
Area de superficie polar (A% 347,83 <140

*Valores de referéncia de acordo com Lipinski e colaboradores (2001), Veber e
colaboradores (2002).

Os valores de LogP e NUmeros de ligacGes rotacionais estdo dentro dos
parametros de Lipinski e Veber, entretanto o B(1,3) B(1,6) glucogalactano ndo atende
todas as regras de biodisponibilidade oral. A “Regra dos 5 de Lipinski ¢ amplamente
utilizada na area da Quimica Medicinal, sendo usada nos protocolos de descoberta de
farmacos.

O polissacarideo B(1,3) P(1,6) glucogalactano ndo atende aos pardmetros
estabelecidos de biodisponibilidade oral de Lipinksi e Veber, o que é desejado para o
desenvolvimento de um medicamento, uma vez que, como inibidor da a-amilase, ele ndo

deve ser absorvido no trato gastrointestinal.

4 Conclusoes

Através da preparagdo da enzima a-amilase humana, de cédigo PDB 3BAJ, foi
possivel calcular as energias de ligacdo (AG) do ligante padrédo inibidor Acarbose e
comparar com as energias de ligacdo da unidade monomeérica do polissacarideo B(1,3)
B(1,6) glucogalactano. A variacdo das energias de ligacdo foram de no maximo -1.1
kcal/mol, inferindo uma boa interacdo do B(1,3) B(1,6) glucogalactano com o sitio ativo
da enzima a-amilase.

A avaliacdo in silico do potencial inibitério também se deu pela analise das

ligacBes e residuos de aminoacidos envolvidos no sitio ativo, onde o B(1,3) B(1,6)
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glucogalactano apresentou ligacdes compativeis com as do padrdo acarbose, sendo elas
ligacOes eletrostaticas e forca de van der Waals.

Por fim, foram calculados os parametros de Lipinski e Veber para
biodisponibilidade oral do possivel inibidor. O polissacarideo p(1,3) P(1,6)
glucogalactano ndo atendeu aos parametros estabelecidos de biodisponibilidade oral de
Lipinksi e Veber, sendo um resultado positivo para um futuro desenvolvimento do
medicamento, ja que como inibidor da enzima a-amilase, ndo deve ser absorvido no trato

gastrointestinal.
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CAPITULO Il

Ensaio da inibi¢do da a-amilase pelo polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano extraido de

Rhizopus microsporus var. oligosporus e avaliagdo da atividade imunomoduladora
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Ensaio da inibicdo da a-amilase pelo polissacarideo p(1,3) p(1,6) glucogalactano
extraido de Rhizopus microsporus var. oligosporus e avaliacdo da atividade
imunomoduladora

Aldo Barbosa Cortes Filho?, Gildomar Lima Valasques Junior?

a Departamento de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), Avenida José Moreira Sobrinho, Jequié 45208-091, BA, Brasil

RESUMO

A parede celular dos fungos filamentosos tem sido estudada na area de aplicacbes
farmacoldgicas, sobretudo a extracdo de polissacarideos, que podem ser utilizados na
producdo de novos farmacos. Este estudo avaliou a atividade inibitoria do polissacarideo
B(1,3) B(1,6) glucogalactano extraido da parede celular de Rhizopus microsporus var.
oligosporus, em relagdo a enzima a-amilase, e sua atividade imunomoduladora. A
atividade da a-amilase foi terminada pelo método de DNS (acido dinitrosalicilico)
utilizando amido como substrato e solu¢do de a-amilase purificada. A partir dos valores
de 1/[S] e 1/V obtidos das analises espectrofotométricas, foram construidos os graficos
de Lineweaver-Burk a fim de calcular os valores de Km € Vmax a partir da equacédo da
reta.Posteriormente, foram calculados os Kn, das reacdes com a presenca do inibidor nas
concentragdes (0,4, 0,5, 1,2 mg/mL). O ensaio da atividade imonomoduladora foi
realizado a partir da obtencdo de macréfagos murinos, os quais foram estimulados ou pelo
polissacarideo extraido da parede celular de Rhizopus microsporus var.oligosporus ou
por Lipopolissacarideo. As citocinas dosadas no estudo foram IL-1a e TNF-a através de
ensaio de imunofluorescéncia (ELISA). A partir da andlise dos graficos de Lineweaver-
Burk com variagdo da concentracdo do substrato na auséncia do inibidor, os valores de
Km e Vmax foram calculados e iguais a 0,28mM e 1,22umols/min. Os valores de Ky para
as concentracOes analisadas aumentaram progressivamente (2,96, 3,62, 4,22, 6,83mM).
Dessa forma, € possivel indicar que o polissacarideo isolado de Rhizopus microsporus
var. oligosporus, inibe competitivamente a enzima o-amilase. O polissacarideo foi capaz
de aumentar a expressdao de citocinas pro-inflamatorias em macrofagos murinos
estimulados por LPS, tais quais TNF-o (em concentragdes a partir de 50 ug/mL de

polissacarideo) e IL-1 a (em concentragdes a partir de 100 pg/mL de polissacarideo).

Palavras-Chave: fungos filamentosos. atividade enzimética. avaliacdo TNF-a. IL-1 a.
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1 Introducéo

A parede celular de fungos filamentosos, especialmente os polissacarideos de
parede, tem sido utilizadas em estudos de producédo de novos farmacos. (TAKAHASI et
al., 2017). As propriedades bioativas dos polissacarideos extraidos da parede celular de
fungos tém sido exploradas pela industria farmacéutica pelos os efeitos antibacteriano,
anticancer e antiviral (OSINSKA-JAROSZUK etal., 2021). Os polissacarideos extraidos
da parede celular do Rhizopus microsporus var. oligosporus possuem propriedades
antioxidante e hipoglicemiantes importantes para possiveis aplicacdes na farmacologia
(CEDRO, 2019). Polissacarideos extraidos de fungos podem inibir a a-amilase, ao
impedir a hidrdlise de amido em oligossacarideos e moléculas de glicose, assim,
reduzindo os niveis de glicemia (ZHAO et al., 2021).

A inibigdo enzimética é uma abordagem promissora para a proposi¢ao de novos
medicamentos. Os inibidores de enzimas geralmente sdo semelhantes em estrutura
molecular aos substratos, ou produtos da enzima (SILVERMAN; HOLLADAY, 2014).
Assim, as pesquisas para desenvolvimento de novos farmacos podem ser direcionadas
mediante a comparacgdo de estruturas conhecidas, como a da acarbose.

Ha evidéncias que o polissacarideo f-1,3 glucano atua como potente
imunomodulador tanto da imunidade inata, quanto adaptativa (SZE & CHAN, 2012). A
ativacdo de macréfagos e 0 aumento da sintese de citocinas sdo os principais efeitos dos
polissacarideos na imunomodulacdo (DUTTAROY, 2021). Polissacarideos extraidos do
fungo Agaricus blazei foram avaliados in vitro através da estimulacdo de mondcitos em
células endoteliais humanas. Foi notado o aumento da producéo de IL-8, TNFa, IL-1p,
IL-6 (BERNARDSHAW et al., 2005).

Este estudo buscou avaliar a inibi¢do da enzima a-amilase pelo polissacarideo
B(1,3) B(1,6) glucogalactano extraido da parede celular do fungo Rhizopus microsporus

var. oligosporus e sua atividade imunomoduladora.

2 Materiais e Métodos

2.1 Obtenc&o do microrganismo

O fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus foi cedido pela Colecdo de

Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) da Fundacdo Oswaldo
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Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro - RJ, Brasil), e foi mantido em meio Agar Batata Dextrose
(BDA) a4°C.

2.2 Cultivo do microrganismo

O R. microsporus var. oligosporus foi cultivado em meio Agar — batata-dextrose
(BDA) por 5 dias a 30°C na estufa incubadora para demanda bioquimica por oxigénio
(BOD SL200/90 Incubadora - SOLAB). Apo6s o crescimento, o cultivo se deu de acordo
com o método descrito por Chang et al., (2018) por uma solugdo contendo 1,0 x 10’
esporos/mL em meio liquido, previamente esterilizado a 121°C por 15 min com 10 g/L
de glicose, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura e 3 g/L de extrato de malte
diluidos em &gua destilada, e pH inicial 5,0. O cultivo ocorreu nas condi¢des de 30°C por
120h em agitacdo constante a 150 rpm em shaker (Incubadora shaker SL 222, SOLAB).
Apos a filtracdo a vacuo por filtro, a biomassa foi secada em estufa a 50° e utilizada para

extracdo do polissacarideo da parede celular fungo foi obtida.

2.3 Extracdo do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano

O polissacarideo foi extraido a partir de 1 g da biomassa seca em p6, utilizando
50 mL de hidréxido de sédio (NaOH 0.1 mol.L™) com pH 13, a temperatura de 120°C,
durante 60 min. O volume obtido foi centrifugado (Modelo 206 BL80 EXCELSA) a 8.000
rpm durante 15 min. Apos o procedimento, a biomassa foi descartada, e ao sobrenadante
obtido foi adicionado alcool etilico absoluto (trés vezes o volume inicial). A mistura foi
agitada e mantida por 12 horas a 4°C. A suspensdo dos polissacarideos submetida a
centrifugacao (centrifuga Baby® | Modelo 206-BL FANEM) a 8.000 rpm por 20 min, e
0 depositado de polissacarideos foi liofilizado (Liotop K105). O polissacarideo de R.
microsporus var. oligosporus foi caracterizado através de Cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) por
Cedro (2019).

2.4 Estudo in vitro da inibicdo enzimatica

2.4.1 Atividade de a-amilase na auséncia do inibidor

Seguindo a metodologia de Gulati, Harding & Palombo (2012) com modificacoes,

foi realizado o0 ensaio para a determinacgdo da atividade da a-amilase. Foram utilizados
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100 pul de solugdo de a-amilase pancreatica porcina marca Sigma® (2 mg/mL) em tampéo
fosfato (pH 6,9) e 100 pl de solugdo de amido da marca Sigma® em diferentes
concentracdes (0,2, 0,4, 0,6, 08,1, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8 e 2 mg/mL). Essa combinacédo foi
incubada por 10 minutos a 50° C, e interrompida, pela adi¢do de 200 pl de reagente DNS
(3,5-dinitrosalicilico). Apo6s, a mistura foi incubada novamente por 5 minutos a 100° C.
Foram adicionadas 2 mL de agua destilada a fim de diluir a mistura reacional. A glicose
foi empregada como padrdo e a leitura das absorbancias foi realizada pelo

espectrofotdmetro a 540 nm.

2.4.2 Atividade de a-amilase na presenca do inibidor

Seguindo a metodologia de Gulati, Harding & Palombo (2012) com modificacdes,
foi realizado o ensaio para a determinagdo da capacidade de inibi¢ao da a-amilase. Foram
utilizados 100 pl de solucéo de amido da marca Sigma® nas concentragdes (0,2, 0,4, 0,6,
08,1,12,14,1,6,1,8e2mg/mL), 100 pul de solugdo de a-amilase pancreatica porcina
marca Sigma® (2 mg/mL) em tampdo fosfato (pH 6,9) e 100 pl da amostra de
polissacarideo em diferentes concentracdes (0,4, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL). Essa combinagao
foi incubada por 10 minutos a 50° C, e interrompida, pela adi¢cdo de 200 pul de reagente
DNS (3,5-dinitrosalicilico). Apds, a mistura foi incubada novamente por 5 minutos a 100°
C. Foram adicionadas 2 mL de dgua destilada a fim de diluir a mistura reacional. A leitura

das absorbéancias foi realizada pelo espectrofotometro a 540 nm.

2.4.3 Determinacdo de Km e Vimax

A quantidade de enzima necessaria para converter uma quantidade fixa de
substrato em produto, é conceituada como atividade da enzima (JAIN; GOSWAMI &
PANDEY, 2021). A velocidade (V) pode ser descrita pelo modelo Michaelis-Menten:

_ Vimax [S]
(Km+[S])

Vmax € a taxa de reacdo maxima da enzima, [S] € a concentracdo de substrato, K
é a constante de Michaelis-Menten onde a concentracéo de substrato € a metade do Vimax,
indicando a especificidade da enzima, também conhecida como meia-saturacéo (LIU et
al., 2020). O Ky, € usado para avaliar a afinidade de uma enzima por seu substrato. O Kn,

e Vmax S80 indicadores importantes da atividade enzimatica (ALISSON et al., 2010).
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Com o ajuste do modelo de Michaelis-Menten para Lineweaver-Burk, através da
inversao dos termos da equacédo, péde-se transformar a equacéo de Michaelis-Menten em
expressdes do primeiro grau, através dos valores de 1/[S] e 1/V. Dessa forma, por meio
dos gréaficos de duplo reciproco gerados, 0 Vmaxe Km da enzima a-amilase foram obtidos
apos a medicdo das atividades enzimaticas na presenca do inibidor, o polissacarideo
B(1,3) B(1,6) glucogalactano.

2.4 4 Andlises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata, e os dados de absorbancia foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). O Software Graphpad Prism 9.3 foi
utilizado para gerar os graficos de Lineweaver-Burk, o R?, bem como calcular a equacéo

da reta.

2.5 Avaliacéo da atividade imunomoduladora

25.1 Submissio do estudo ao Conselho de Etica Animal

Para realizacdo do estudo de atividade imunomoduladora, in vitro, com cultura de
células obtidas de camundongos, foi obtida a aprovado pelo Conselho de Etica Animal
do Instituto Multidisciplinar em Saude — Campus Anisio Teixeira — UFBA sob parecer n°
077/2019.

2.5.2 Isolamento de macr6fagos

Foram injetados 2 mL de triglicolato a 3% no peritdbnio de camundongos para
estimular a migracdo dos macréfagos. A eutanasia dos animais se deu ap06s 72h, e a fim
de obter os macrofagos, foram injetados 5 mL de meio RPMI na cavidade peritoneal. O
fluido contendo os macréfagos foi removido através de uma seringa. Este fluido celular
foi centrifugado por 8 minutos em 1500 rpm. Apds o descarte do sobrenadante, o pellet
contendo as células foi centrifugado novamente por 8 minutos em 1500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino, contendo o antibiotico ciprofloxacino em 50 pg/mL.

A contagem de celulas foi feita em cdmara de Neubauer, no qual se obteve uma
densidade de 106 células por poco em placas de cultura celular de 24 pogos. As culturas

foram colocadas em estufa de CO, a 37°C por 3 horas. Ap0s a incubagao, foi removido o
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meio de cultura e as células foram lavadas para eliminar as células ndo aderidas, como
linfocitos e hemacias, permanecendo apenas os macrofagos aderidos. Posterior a
lavagem, adicionou-se um novo meio RPMI com 10% de soro fetal bovino (PBS),
contendo o antibidtico ciprofloxacino em 50 pg/mL e as placas foram incubadas

novamente em estufa de CO2 a 37°C até o uso.

2.5.3 Estimulacdo dos macrdfagos por polissacarideo extraido de Rhizopus microsporus

var. oligosporus ou Lipopolissacarideo (LPS)

Ap6s uma hora de incubagdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes de solugdes de polissacarideo extraido de Rhizopus microsporus var.
oligosporus (25; 50; 100; 200 ug/mL) ou com estimulante lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli, que tem como funcdo aumentar a producéo de citocinas, como controle
positivo sem adicdo do polissacarideo. Para o controle negativo, as células foram tratadas
com solugdo tampao fosfato-salino (PBS). O experimento foi realizado em triplicata. As

placas foram incubadas em estufa de CO,, a 37°C por 24 h.

2.5.4 Quantificagdo de citocinas por ELISA

A IL-1o e TNF-o foram dosadas através de ensaio de imunofluorescéncia
(ELISA) para deteccdo das citocinas, conforme protocolo do fabricante (R&D Systems®,
Minneapolis, Estados Unidos da América). Os tratamentos foram analisados pelo teste
paramétrico Anova-one way e pos teste de Bonferroni (software GraphPad Prism® versdo
7.0). Como controle positivo utilizou-se o LPS e como controle negativo, o PBS. Foi
considerado como nivel de significancia estatistica o valor de p<0,05. Os resultados foram

expressos em pg/mL.

3 Resultados e Discussao

3.1 Estudo in vitro da inibi¢do enzimatica

A partir do experimento foram obtidas as absorbancias, e péde-se calcular os
valores de 1/[S] e 1/V, descritos na Tabela 1. Assim, foi construida a curva de
Lineweaver-Burk (Figura 1) e consequentemente calcular os valores de Km € Vmax para a
interacdo entre o amido (substrato) marca Sigma® e a a-amilase (1 mg/mL) marca

Sigma®, sem a presenca do inibidor (polissacarideo).
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Tabela 1. Valores de 1/[S] e 1/V usados para constru¢do da curva de Lineweaver-Burk
obtidos a partir do ensaio com variacdo da concentragdo do substrato na auséncia do

inibidor.

Experimento Substrato (mg/mL) 1/[S] v
1 0,2 5 e
2 0,4 2,5 1,336
3 0,6 1,667 1,25
4 0,8 1,25 1,186
5 1 1 1,095
6 1,2 0,833 1,008
7 14 0,714 0,964
8 1,6 0,625 0,928
9 18 0,556 0,923

10 2 0,5 0,906

Figura 1. Grafico de Lineweaver-Burk relacionando o 1/[S], onde S é a concentracao do
substrato (amido) e 1/V, onde V é a velocidade da reagdo em micromols/min na auséncia

de inibidor (polissacarideo)

Sem inibidor

1.5-
(]
.
1.0
=
- Y =0.2323*X + 0.8173
0.5- 0.9155
I T T T T 1

3 2 a4 0 1 2 3
1/[S]

A partir da equacéo da reta obtida da construcdo da curva de Lineweaver-Burk, os

valores calculados de Km e Vmax foram iguais a 0,28mM e 1,22umols/min,
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respectivamente. O Vmax € @ maior velocidade de reacdo da enzima a uma determinada
concentragdo enquanto a diferenga no K reflete a afinidade de uma enzima por seu
substrato (WALLENSTEIN et al., 2011; BAKER; ALLISON, 2017).

Para identificar o tipo de inibicdo, foi necessario avaliar os valores de Ky, com a
presenca de inibidor, o B(1,3) B(1,6) glucogalactano, o qual foi previamente identificado
atraves da extragdo do polissacarideo do fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus,
por Cedro (2019).

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos a partir o estudo de inibi¢do enzimatica
usando polissacarideo obtido de Rhizopus microsporus var. oligosporus, o B(1,3) B(1,6)

glucogalactano.

Tabela 2. Valores de [S] e V usados para construcdo da curva a partir do ensaio com
variacdo da concentracdo do substrato na presenca de inibidor (polissacarideo). [I] =

concentracao de inibidor

[1] 0,4mg/mL [170,5mg/mL [1] 1,0mg/mL [1] 2,0mg/mL

S \Y S V S \J S \Y/
0,2 0,22 0,2 0,25 0,2 02 -
04 0,46 04 - 04 0,4 0,2

0,6 0,87 0,6 0,67 0,6 0,32 06 037

0.8 0,75 0,8 0,77 0,8 0,34 08 043

1 0,77 1 1,03 1 0,57 1 057

1,2 0,92 1,2 1,18 1,2 0,57 1,2 0,5

14 1,06 14 1,41 14 0,57 14 0,66

1,6 1,28 1,6 1,54 1,6 0,64 16 071

1,8 1,61 1,8 1,54 1,8 0,72 18 0,73

2,0 1,46 2,0 1,83 2,0 0,86 20 0,83

A partir dos resultados de [S] e V para cada experimento e a determinagédo da
atividade enzimatica. Assim, pode-se construir a curva de Michaelis-Menten e a partir

dela, obteve-se os graficos de duplo reciproco.
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Utilizando os dados obtidos na Tabela 2, foi analisada a inibicdo do polissacarideo
extraido de Rhizopus microsporus var. oligosporus. Assim, péde construir os graficos de
Lineweaver-Burk com os valores de cada concentragdo de inibidor contido na Figura 2,
e a partir dele, obter as equac0es da reta, as quais foram utilizadas para calcular os valores

de K para posterior avaliacdo do tipo de inibigao.

Figura 2. Graficos de Lineweaver-Burk relacionando o 1/[S], onde S ¢é a concentracdo do substrato
(amido) e 1/V, onde V é a velocidade da reacdo na presenca das concentracdes de inibidor

(polissacarideo)

Inibidor 0,4 mg/mL Inibidor 0,5 mg/mL
6= 6-
Y = 0.8242*X + 0.2772 Y = 0.7643*X + 0.2103
ad 0.9896 i 0.9974
2 2- 3 2
I < 1 1 1 ] - ] ] 1
2 2 4 6 2. 2 4 6
2 11[S] 2- 1/[S]
A B
Inibidor 1,0 mg/mL Inibidor 2,0 mg/mL
49 Y =1.704*X + 0.4028 69 Y =1.756*X + 0.2567
0.9045 0.9491 o
3+ @ 4
2- ®
2 . s =
- 4
I || < | 1 1
T T < T T T 1 -2 -1/ 1 2 3
-1.0 o'( 05 10 15 20 24 18]
A= 18]
C D

Os valores de Kmn de cada concentragdo de inibidor (polissacarideo) foram
calculados atraveés de cada equacdo da reta gerada pelos graficos de Lineweaver-Burk, e

elaborados segundo a Tabela 3.
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Tabela 3. Relacédo entre a concentracgao do inibidor (polissacarideo) e 0 Km da enzima

a-amilase
Concentragao do inibidor (mg/mL) Km (MM)
0 0,28
04 2,96
0,5 3,62
1 4,22
2 6,83

A partir da anélise da Tabela 3, pode-se concluir que o polissacarideo de Rhizopus
microsporus var. oligosporus, B(1,3) B(1,6) glucogalactano, inibe competitivamente a a.-
amilase, pois 0 Ky aumenta a medida que aumenta a concentragdo do inibidor,
demonstrando uma diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato, devido a
competicdo do sitio de ligacdo entre o inibidor e o substrato (SILVERSTEIN, 2019). Essa
tendéncia é confirmada quando comparamos os valores de Kn, na presenca de inibidor em
concentracdes crescentes. Quando o Ky aumenta na presenca do inibidor, podemos
concluir que o inibidor compete com o substrato pelo sitio ativo da enzima, caracterizando
uma inibicdo competitiva.

A formacdo do complexo Enzima-Inibidor impede a ligacdo do substrato e,
portanto, bloqueia a conversao catalitica do substrato em produto e permite a competicao
pelo sitio ativo de ligacdo com a enzima. Os compostos que possuem estruturas
semelhantes as dos substratos ou produtos das enzimas alvo, sdo conhecidos como
inibidores reversiveis competitivos. S&o as drogas inibidoras de enzimas mais comuns e
geralmente estabelecem rapidamente os seus equilibrios de ligagdo com a enzima.
(SILVERMAN, HOLLDADAY, 2014).

A acarbose é um medicamento utilizado no tratamento da Diabetes Mellitus tipo
2. Assim como o polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano, a acarbose ¢ um inibidor
competitivo de enzimas digestivas, como a a-amilase (MATOS; BRANCHTEIN, 2006).
Dessa forma, o polissacarideo inibidor pode ser estudado para o desenvolvimento de um

farmaco com atuacgdo sobre a enzima a-amilase.
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3.2 Avaliacéo da atividade imunomoduladora

O polissacarideo de parede celular de Rhizopus microsporus var. oligosporus foi
usado para avaliar o potencial de atividade imunomoduladora em macrofagos. Sob
condicdes basais, 0s macro6fagos produzem baixos niveis dessas citocinas, enquanto que
a estimulagdo com lipopolissacarideo induz uma alta producdo de TNF-a ¢ IL-la
(TRAVIS etal., 2012). A expresséao de citocinas foi alterada nos grupos tratados (Figura
3).

As concentragdes a partir de 50 pg/mL do polissacarideo de parede de Rhizopus
microsporus var. oligosporus foram capazes de aumentar a producdo de TNF-o em
macrofagos (p<0,05). As concentragdes a partir de 100 pg/mL do polissacarideo de
parede de Rhizopus microsporus var. oligosporus foram capazes de aumentar a produ¢éo
de IL-1a em macrofagos (p<0,05). No entanto, a concentracao de 50 pg/mL se igualou

estatisticamente ao LPS, o controle positivo (p >0,05).

Figura 3. Expressdo de citocinas pré-inflamatérias em macr6fagos murinos estimulados
com LPS e tratados com polissacarideo de parede de Rhizopus microsporus var.
oligosporus, em diferentes concentragdes (25, 50, 100 e 200 mg/mL). (A) Expressao de

TNF-a. (B) Expressao de IL-1a.
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A IL-1a ¢é expressa em células epiteliais, endoteliais e estromais. Esta ligada a

processos inflamatorios devido a infeccGes, nas quais a IL-1a causa a ativagdo de NF-xB
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e MAPK, assim aumentando a producdo de mediadores pro-inflamatorios, como
ciclooxigenase tipo-2 (COX-2), IL-6, e fator de necrose tumoral (TNF) (MALIK &
KANNEGANTI, 2018). A IL-1a0 ¢ um pirogénio endogeno e suas manifestagdes
fisiol6gicas envolvem febre e sensibilizacdo a dor (GARLANDA & JAILLON, 2016). A
estimulacdo de linhagens celulares de cancer, como 0 melanoma A375 com IL-1a foi
responsavel por inibir a proliferacdo celular ao causar a parada do ciclo celular GO-G1
(BAKER; HOUSTON & BRINT, 2019). Dessa forma, a atividade imunomoduladora da
citocina IL-1a pode ser estudada sobre possiveis efeitos antitumorais.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é expressa principalmente por células T
macréfagos/mondcitos, células Natural Killer (BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008). E
uma citocina pré-inflamatéria supressora de tumor e promotora de apoptose, atuante na
regulacdo positiva de moléculas de adesdo intracelular na superficie de células
endoteliais, ao potencializar a resposta Thl nas reagdes inflamatdrias (SHENG; LI; QIN,
2018, MEHLIS & GORDON, 2013). Em pacientes com disfun¢des imunolégicas, o TNF-
o pode atuar como um importante imunomodulador.

Assim, a concentracdo do polissacarideo a ser utilizada em estudos deve ser
avaliada em relacdo a citotoxicidade em relacdo ao aumento dos mediadores pro-
inflamatdrios, ja que a exacerbacdo de citocinas estd relacionado a processos

inflamatdrios crénicos e ao cancer (APTE et al., 2006).

4 Concluses

O polissacarideo extraido da parede celular do fungo Rhizopus microsporus var.
oligosporus, B(1,3) PB(1,6) glucogalactano, inibe competitivamente a a-amilase, sendo
demonstrado através dos célculos das equacGes das retas geradas pelos graficos de
Lineweaver-Burk. Os valores de Ky aumentaram a medida que as concentragdes do
polissacarideo inibidor tambem aumentaram, isso ocorre devido a competi¢do entre o
substrato e inibidor pelo sitio ativo da enzima, reduzindo a afinidade da enzima pelo seu
substrato. O polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano possui um mecanismo de ac¢ao
semelhante a acarbose, que ¢ um medicamento utilizado no tratamento da Diabetes
Mellitus tipo 2, atuando como inibidor competitivo da enzima a.-amilase.

Dessa maneira, este estudo fornece uma base para ensaios de desenvolvimento de
um farmaco com atuagdo na enzima a-amilase. De acordo com o ensaio de avaliacdo de

atividade imunomoduladora in vitro, o polissacarideo € capaz de aumentar a expressao de
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citocinas pro-inflamatérias em macrofagos murinos, tais quais TNF-a (em concentragdes
a partir de 50 ug/mL de polissacarideo) e IL-1 a (em concentragdes a partir de 100 ug/mL

de polissacarideo). E necessario que se avalie a citotoxicidade destas citocinas.
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CONCLUSAO GERAL

Neste estudo, foi realizado o ensaio in silico para analisar a ligacdo do
polissacarideo extraido da parede celular do fungo Rhizopus. microsporus var.
oligosporus, ao sitio ativo da enzima o-amilase. Foi utilizado um inibidor padréo, a
acarbose, para comparar as ligacdes presentes no sitio ativo da enzima, bem como as
energias de ligacdo com o polissacarideo. Os resultados indicaram semelhancas
importantes entre os compostos, viabilizando assim, os estudos in vitro.

O ensaio da inibigdo enzimatica do polissacarideo B(1,3) B(1,6) glucogalactano,
demonstrou o potencial inibitério do composto sobre a enzima o-amilase. O tipo de
inibicdo encontrada através dos valores de Kn, foi competitiva. Os resultados se mostram
promissores para testes posteriores.

O polissacarideo p(1,3) P(1,6) glucogalactano demonstrou capacidade de
aumentar a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, IL-1a ¢ TNF-a. em macrofagos

murinos, atraves do ensaio da atividade imunomoduladora do polissacarideo estudado.
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