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RESUMO

MENDES, Tatilla Putumuji Santana. Potencialidades bioldgicas de polissacarideos obtidos
da parede celular de Pleurotus djamor e Aspergillus niger. 100f. 2023. Tese (Doutorado) —
Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular, PMBgBM, Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Jequié, 2023.

Os polissacarideos sdo objeto de diversos estudos, tendo em vista seu elevado potencial
biotecnoldgico em diferentes setores, além de sua importancia econdmica. Na éarea
farmacéutica, os polissacarideos obtidos de fungos apresentam potenciais medicamentosos.
Nessa perspectiva, esse trabalho teve como objetivo obter, caracterizar e avaliar a atividade
imunomoduladora do polissacarideo isolado da parede celular do fungo filamentoso Pleurotus
djamor CCMB 366, bem como, investigar o potencial biotecnolégico do (1—3)(1—6)-p-D-
glucogalactano isolado da parede celular de Aspergillus niger ATCC 1004, referente ao
potencial hipoglicemiante e imunomodulador in vitro e a atividade antinociceptiva in vivo
utilizando modelo animal. As condi¢bes 6timas de extracdo de polissacarideos de P. djamor
foram determinadas estudando as varidveis pH, temperatura e tempo de extracdo aplicando o
modelo experimental Box-Behnken aliado a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR),
tendo a resposta avaliada quanto ao rendimento em gramas de polissacarideo. A aplicacdo de
técnicas analiticas como a determinacdo de acUcares redutores e totais, proteinas totais,
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformata de Fourier (FT-1V) e a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiram afirmar que a amostra extraida se tratava
de polissacarideos. Os ensaios de atividade biologica realizados permitiram afirmar que tanto
0 polissacarideo isolado de P. djamor CCMB 366 quanto o (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano
isolado de A. niger ATCC 1004 apresentaram atividade imunomoduladora, com estimulacao
da secrec¢éo de citocinas pro-inflamatorias em modelo de macrofagos isolados de murinos. Os
ensaios de inibi¢do da enzima a-amilase e o0 estudo de atividade antinociceptiva utilizando o
modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, permitiram afirmar que o
(1-3)(1—6)-p-D-glucogalactano de A. niger possui potencial hipoglicemiante in vitro e
antinociceptivo in vivo, respectivamente. Portanto, os polissacarideos de parede celular dos
fungos P. djamor CCMB 366 e A. niger ATCC 1004 estudados demonstraram ser
promissores para aplicacdo farmacéutica relacionada as atividades biologicas
imonoestimuladora, antinociceptiva e hipoglicemiante.

Palavras-chave: Pleurotus djamor. Aspergillus niger. Antinocicepc¢éo. Inibidor de a-amilase.
Imunomodulador.
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ABSTRACT

MENDES, Tétilla Putumuji Santana. Biological potentialities of polysaccharides obtained
from the cell wall of Pleurotus djamor and Aspergillus niger. 100 p. 2023. Thesis (PhD) —
Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular, PMBgBM, Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Jequié, 2023.

Polysaccharides are the subject of intense studies once it has high biotechnological potential
in different sectors, in addition to their economic importance. In the pharmaceutical area,
polysaccharides obtained from fungi have several applications. From this perspective, this
work aimed to optimize the extraction, characterization and evaluation of immunomodulatory
activity of the polysaccharide isolated from the cell wall of the filamentous fungus Pleurotus
djamor CCMB 366. Furthermore, it also aimed to investigate the biotechnological potential of
(1—3)(1—6)-p-D-glucogalactan isolated from the Aspergillus niger ATCC 1004 cell wall,
referring to the in vitro hypoglycemic and immunomodulatory potential, along with their
antinociceptive activity in vivo using an animal model. The best conditions for extraction of
polysaccharides from P. djamor were determined by studying the variables pH, temperature
and extraction time, through the application of the Box-Behnken experimental matrix as a
Response Surface Methodology (MSR) model. The responses were evaluated in terms of
yield in grams of polysaccharide. The application of analytical methods such as the
determination of reducing and total sugars, total proteins and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-1V) show that the extracted sample was a polysaccharide. The biological
activity assays carried out with the polysaccharides of the studied fungi indicate that both the
polysaccharide isolated from P. djamor CCMB 366 and the (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactan
isolated from A. niger ATCC 1004 exhibit immunomodulatory activity, with stimulation of
pro-inflammatory cytokine secretion in a macrophage model isolated from mice. The a-
amylase enzyme inhibition assays and the study of antinociceptive activity using the
abdominal writhing model induced by acetic acid, validate that (1—3)(1—6)-B-D-
glucogalactan from A. niger has hypoglycemic potential in vitro and antinociceptive in vivo,
respectively. Therefore, the cell wall polysaccharides of the studied fungi showed to be
promising for application in several pharmaceutical areas.

Keywords: Pleurotus djamor. Aspergillus niger. Antinociception. a-amylase inhibitor.
Immunomodulator.
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1 INTRODUCAO

O reino Fungi compreende uma diversidade de espécies que variam desde leveduras
unicelulares até grandes cogumelos (LI et al., 2021d; LIM et al., 2020). Os fungos sdo
onipresentes na natureza e sdo utilizados desde os tempos antigos como fermentadores de
alimentos (YADAV; NEGI, 2021).

Seres humanos saudaveis possuem relacdo benéfica com os fungos, uma vez que a sua
presenca fisiologica na pele e nas microbiotas confere o bom funcionamento do organismo
(GOLDMAN; DELNESTE; PAPON, 2021). Além disso, os fungos sdo amplamente
utilizados em processos biotecnoldgicos, tanto nas industrias de alimentos e farmacéuticas
quanto na agricultura, meio ambiente, medicina e estética, conservando, ainda, potencial a ser
explorado em pesquisas futuras (LIM et al., 2020).

A busca por substancias naturais que proporcionem maior eficacia e seguranca em
tratamentos farmacoldgicos impulsionam pesquisas em todo o0 mundo (WANG et al., 2021).
Neste contexto, os fungos sdo excelentes candidatos, ao constituirem o grupo mais diverso e
abundante do planeta e por apresentarem metabolitos bioativos (VIEIRA GOMES et al.,
2019). Os polissacarideos sdo biomoléculas que podem ser obtidas a partir do metabolismo
primario de fungos e que demonstram potencial medicinal (RODRIGUES BARBOSA et al.,
2020). A acarbose, por exemplo, é um farmaco utilizado como hipoglicemiante que &
sintetizado a partir do metabolismo secundario de cepas dos géneros Actinoplanes e
Streptomyces. Estruturalmente, a acarbose consiste em duas porcdes: uma maltose e um
pseudodissacarideo acarviosina (WANG et al., 2011).

Os polissacarideos sdo substancias bioticas presentes em abundancia na biosfera
(SINDHU et al., 2021). Sdo macromoléculas complexas que compreendem 10 ou mais
mondmeros unidos por ligacdes glicosidicas. Os polissacarideos sdo classificados em naturais
e semi-sintéticos. Os naturais podem ser isolados de plantas, fungos, algas, animais e
bactérias (WANG et al., 2021). A depender da fonte de obtencdo e da variedade estrutural, os
polissacarideos apresentam diversas propriedades biologicas (ZHAO et al., 2021), como
imunomoduladora (XIE et al.,, 2022), antinociceptiva (VALASQUES et al.,, 2014),
antioxidante (MAITY et al., 2021a), antidiabética (LI et al., 2021c).

Em relacdo a sua localizacdo celular, os polissacarideos sdo divididos em
exopolissacarideos, intracelulares e da parede celular fungica (OSI et al., 2020). Os
polissacarideos de parede celular exercem papel central na discussdo da biologia e bioguimica

dos fungos. A parede celular dos fungos € constituida principalmente por glucanos e quitina,



além de outros polissacarideos e proteinas unidas por ligacGes intermoleculares, garantindo a
estrutura compacta que a compde (BARBOSA; CARVALHO JUNIOR, 2020).

A metodologia de superficie de resposta € um método estatistico utilizado para
obtencdo de uma resposta otimizada quando a varidvel resposta é influenciada por varios
fatores (BOX; DRAPER, 1959). Em estudos conduzidos por Valasques et al. (2014), foi
utilizada a metodologia de superficie de resposta para obten¢do, com maior rendimento, do
polissacarideo (1—3)-p-D-glucano da parede celular de Rhodotorula mucilaginosa. Este
polissacarideo demostrou um efeito antinociceptivo periférico, possivelmente pela inibicao de
mediadores inflamatorios.

No contexto em que a diversidade biologica tem sido explorada para o
desenvolvimento de novas tecnologias e produtos, e de acordo com o potencial medicinal de
polissacarideos obtidos de fungos relatado na literatura, este trabalho visou a obtengdo e
estudos de atividade biologica de polissacarideos de parede celular. Este estudo buscou a
prospeccdo de polissacarideos com potencial biotecnolégico obtidos de parede celular de
Pleurotus djamor CCMB 366 utilizando o delineamento experimental Box-Behnken, bem
como realizar ensaios biologicos para avaliar a atividade imunomoduladora deste
polissacarideo. Ademais, o presente trabalho também pretendeu avancar nos estudos com
polissacarideos obtidos de parede celular do fungo Aspergillus niger ATCC 1004 através das

atividades bioldgicas da inibi¢do da enzima a-milase, antinociceptiva e imunomoduladora.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar as potencialidades biolégicas de polissacarideos obtidos da parede celular dos
fungos filamentosos Pleurotus djamor CCMB 366 e Aspergillus niger ATCC 1004.

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a extracdo do polissacarideo de P. djamor CCMB 366 através da analise
multivariada de superficie de resposta;

e Caracterizar parcialmente a estrutura do polissacarideo obtido de P. djamor CCMB 366;

e Avaliar a atividade imunomoduladora dos polissacarideos das paredes celulares de P.
djamor CCMB 366 e A. niger ATCC 1004,

e Realizar ensaios de inibi¢do da atividade da enzima a-amilase por polissacarideos de A.
niger ATCC 1004;

e Avaliar o potencial antinociceptivo de polissacarideos de A. niger ATCC 1004.
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1 Reino Fungi

O Reino Fungi é um dos mais diversos da &rvore filogenética e inclui entre 2 a 5
milhdes de espécies presentes nos ecossistemas terrestres e aquaticos (LI et al., 2021d). Os
fungos sdo organismos eucarioticos, com parede celular quitinosa, que se reproduzem sexuada
ou assexuadamente através de esporos, sdo osmo-heterotréficos e se nutrem por absorcéo de
substancias organicas dissolvidas no meio (MARGULIS; CHAPMAN, 2009). Possui espécies
importantes como fontes de alimento, organismos simbiontes, patégenos, sapréfitos na
degradacédo de residuos e fator bidtico na estruturacéo e aeracdo do solo (MORTON, 2021).
Os fungos possuem assim, um papel vital na vida e manutencgéo do planeta, participando dos
ciclos naturais.

Os fungos possuem diferentes padrdes de desenvolvimento, estilos de vida,
capacidades funcionais e morfologias que variam desde leveduras unicelulares a fungos
filamentosos. Os fungos filamentosos séo organismos multicelulares formados por hifas e que
apresentam aparéncia de bolor ou com corpos de frutificacdo, formando cogumelos
(ERKMEN, 2021; LIM et al., 2020). As diferencas entre os representantes fungicos é
observada utilizando a taxonomia aliada a genética molecular (YANG, 2021). Existem mais
de 200 ordens de fungos classificados em 12 filos (LI et al., 2021d), os dois filos mais
estudados sdo os Basidiomycota e Ascomycota.

Fungos do filo Basidiomycota sdo tradicionalmente conhecidos no aspecto de:
cogumelos, ferrugem ou carvdo. Os basidiomicetos sdo terrestres, em sua maioria, e se
formam por reproducéo sexuada e assexuada, possuem basidiGsporos como esporos sexuais e
conidios como esporos assexuados (FAZENDA et al., 2008). Os Ascomycota sdo comumente
apresentados nas formas de leveduras, cogumelos e trufas. A reproducéo pode ser por esporos
sexuais (ascosporos) ou por esporos assexuados, os artrésporos (DIJKSTERHUIS, 2019;
FAZENDA et al., 2008). Os ascomicetos e basidiomicetos estdo intimamente relacionados
entre si, possivelmente, pela descendéncia de um ancestral comum (MARGULIS;
CHAPMAN, 2009). Fungos Basidiomycotas e Ascomycotas compreendem o sub-reino
Dikarya (fungos superiores) no reino Fungi (TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2015a).

Os esporos sdo estruturas qua auxiliam na propagacdo dos fungos e sdo dispersos no
ambiente através do vento, agua ou transportados por animais ou insetos (DIJKSTERHUIS,
2019; SEONG et al., 2008). Séo resistentes e podem sobreviver por milhares de anos em

condicOes diversas, resistindo a danos fisicos e estresses ambientais, como em extremos de



temperatura, pressdo e umidade (EL ENSHASY, 2022). Os esporos podem ser formados por
reproducdo sexuada ou assexuada. A reproducdo sexuada é mais longa, porém apresenta
como vantagem a introducdo da variabilidade genética na populagdo, por outro lado, a
reproducdo assexuada tem a vantagem de ser mais rapida, aumentando a velocidade em que
0s esporos se reproduzem e sdo disseminados no ambiente (SEPHTON-CLARK; VOELZ,
2018). Os esporos sdo mantidos suspensos dentro de sacos sobre o filamento do fungo até
serem liberados no ambiente e ficarem dispersos em estado de dorméncia até a germinacao
(SEPHTON-CLARK; VOELZ, 2018). Em condi¢cbes favoraveis, 0s esporos comegam a
germinar, assim o esporo deixa de ser um organismo biolégico dormente e passa a ser um
organismo vegetativo que € capaz de realizar reproducdo sexuada e assexuada (ISAAC,
1998).

S&o necessarios fatores ambientais e nutricionais como condic¢Ges favoraveis para que
0 esporo se desenvolva e passe da fase dormente para a germinativa e posteriormente
desenvolva a hifa (SEPHTON-CLARK; VOELZ, 2018). De modo geral, o processo de
germinacdo dos esporos ocorre nos seguintes estagios (Figura 1): crescimento isotrépico ou
inchaco, polarizacao celular, emergéncia de hifas e alongamento de hifas (DIJKSTERHUIS,
2017). No crescimento isotropico ocorre o intumescimento através da absorcdo de agua,
fazendo com que o esporo possa até triplicar de volume. Apos atingir um tamanho critico, o
esporo entra na fase de polarizacdo celular para que se inicie a formacao do tubo germinativo
e consequente o aparecimento da hifa. Durante esta fase da germinacdo inumeras vias
metabolicas, como a do metabolismo de carboidratos e sintese de proteinas, por exemplo, séo
ativadas (EL ENSHASY, 2022).

QO@C?C%
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isotropico da hifa da hifa

Figura 1. Processo de germinacdo. Os esporos em repouso iniciardo o crescimento istrépico
sob condicdes ideais para a germinacdo. Apds o intumescimento, um tubo germinativo
emerge originando a hifa fungica, que cresce formando os filamentos. Fonte: SEPHTON-
CLARK; VOELZ (2018) [Adaptado].



As leveduras sdo microrganismos unicelulares empregadas ha séculos como
fermentacdo na fabricacdo de alimentos como pédo, vinho e cerveja. Tradicionalmente,
leveduras do género Saccharomyces sdo as mais utilizadas, principalmente na inddstria (KOT
et al., 2021). Na érea clinica, as leveduras sdo conhecidas por algumas patologias, a exemplo
da candidiase, infeccdo causada pelo fungo dimérfico Candida albicans. Este fungo é
observado na forma leveduriforme quando em colonizacdo assintoméatica e na forma
filamentosa quando associado a processos patoldgicos (GHARAGHANI et al., 2021).

A caracteristica que define o fungo filamentoso € a sua capacidade de formar hifas
tubulares alongadas que se propagam por exocitose polarizada no é&pice (Figura 2),
permitindo que o fungo alcance longas distancias e invada diferentes tipos de substratos
(STEINBERG et al., 2017). A depender da espécie do fungo, as hifas produzidas na
germinacdo podem ser septadas ou asseptadas (SEPHTON-CLARK; VOELZ, 2018). Um
unico esporo possui a capacidade de gerar varias hifas que formam uma rede conhecida como
micélio. Os micélios se irradiam para fora do esporo de origem, de modo que as pontas das
suas hifas adquirem do meio ambiente os nutrientes que serdo transportados para regides
interiores do micélio para serem utilizados no crescimento e formacdo de novos esporos
(HARRIS, 2019).

a
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Figura 2. Modelo de crescimento de hifas fungicas. O crescimento é isotropico durante a
germinacdo dos esporos. A formacdo de um eixo de polaridade resulta na formacdo de uma
hifa que cresce continuamente na extremidade. Durante o crescimento da ponta, ha formacao
de novos eixos de polaridade que permitem a formac&o de septos e ramos laterais. A medida
que a formacdo do septo é transitdria, a ramificacdo resulta na formacdo de uma hifa

secundaria que também continua a crescer na extremidade. As setas vermelhas indicam 0s
eixos de polaridade. Fonte: STEINBERG et al., (2017) [Adaptado].

Bolores sé&o conhecidos por atuarem na deterioragdo de diferentes tipos de alimentos

(COUSIN, 2014). Porém, os fungos filamensos podem ser benéficos e utilizados na inddstria



de alimentos, a exemplo do fungo Penicillium roquefortii que é responsavel por conferir
sabor, aroma e textura aos famosos queijos azuis: Azul Dinamarqués, Gorgonzola e Roquefort
(CARON et al., 2021). Na aréa médica, podem ser utilizados na fabricacdo de medicamentos,
a exemplo dos fungos Rhizopus nigricans e Curvularia luneta, utilizados nas fermentacoes
para fabricacdo de cortisona, hidrocortisona e prednisona, que sdo esterdides usados para 0
controle da inflamagdo (MARGULIS; CHAPMAN, 2009).

Os cogumelos séo reconhecidos pela distinta estrutura do micélio e sua utilizacdo na
gastronomia. Os cogumelos sdo consumidos como uma iguaria, principalmente por possuirem
aromas e texturas caracteristicos (YADAV; NEGI, 2021). Sao cultivados na China desde 600
d.C., mas foi na Franca do século XVII que o cultivo de cogumelos em larga escala obteve
sucesso (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017). O
consumo mundial de espécies comestiveis de cogumelos é crescente, principalmente como
alimento funcional, devido aos seus efeitos benéficos a saide humana (CALDAS; ZIED;
SARTORELLLI, 2022).

Cerca de 200 espécies de cogumelos sdo utilizadas como alimentos funcionais em todo
0 mundo, porém, apenas aproximadamente 35 espécies sdo cultivadas comercialmente
(BELLETTINI et al., 2019). Os cogumelos sdo fonte de nutrientes como proteinas, minerais,
vitaminas e lipidios (CALDAS; ZIED; SARTORELLI, 2022), mas o principal constituinte
nutricional da matéria seca do cogumelo séo os carboidratos, tanto os carboidratos digestiveis
(trealose, glicogénio, manitol e glicose) quanto carboidratos ndo digestiveis, como 0s
polissacarideos quitina, mananas e [-glucana (YADAV; NEGI, 2021). O Pleurotus,
popularmente conhecido como “cogumelo-ostra”, € um dos géneros de cogumelos cultivados
mais populares em todo o mundo, bem como o0s géneros Agaricus spp. e Lentinula spp.
(LOUZADA DOS SANTOS et al., 2021).

Inicialmente, os produtos derivados de cogumelos, na maioria dos casos, eram obtidos
de seus corpos de frutificacdo e pouco era obtido de extrato de micélio. Porém, devido a méo
de obra mais trabalhosa e o pouco espaco nos laboratérios, o cultivo realizado na fase
vegetativa € mais requerido para a pesquisa (LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JU, 2005).
Deste modo, o cultivo submerso, em que 0 microrganismo €é inoculado diretamente em meio
nutriente liquido, é uma opc¢éo para a extracdo de biomoléculas. O cultivo submerso apresenta
a vantagem de obtencdo das biomoléculas em curto espaco de tempo, permitindo também o
armazenamento de micélios por um longo periodo sem alteragdes genéticas, beneficiando a

conservacdo da biodiversidade (BRUGNARI et al., 2016). Alem disso, o cultivo submerso



permite maior homogeneidade e controle de variaveis como temperatura, pH, umidade,
luminosidade e aeracdo, sendo também adequada para a producdo de enzimas e bioconverséo
de residuos (ARAUJO et al., 2021; GMOSER et al., 2019).

Os fungos filamentosos possuem relevancia biotecnoldgica e sdo importantes nos
diversos segmentos demonstrando significante participagdo na economia. Os metabolitos
bioativos dos cogumelos (compostos fendlicos, terpenos, esteroides e polissacarideos) séo
responsaveis pelas diversas atividades bioldgicas e podem ser prospectados para pesquisas
nos setores industriais de alimentos e farmacéuticos, meio ambiente e medicina, por exemplo
(BELLETTINI et al., 2019).

Diversas aplica¢des de biorremediagéo utilizando fungos filamentosos foram descritas.
Espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, por exemplo, demostram que
habilidades como bioindicadores de poluicdo (ROJAS-CHALLA et al., 2021). Cogumelos, a
exemplo do Pleurotus eryngi, podem sobreviver e acumular uma quantidade consideravel de
elementos potencialmente toxicos ao ambiente, como Cd, Cu, Cr, Pb, Hg e Zn, mesmo em
areas ndo poluidas (XU et al., 2021). Ji et al. (2021) utilizaram pellets miceliais de cepas
modificadas de Aspergillus niger, que liberaram B-lactamases, para tratar aguas do processo
industrial farmacéutico contendo antibidticos f-lactamicos.

A principal utilizacdo de fungos filamentosos na industria € na obtencdo de enzimas
que funcionam como biocatalisadores em processos industriais. Ha estimativa de que o
mercado global de enzimas industriais alcance US$ 7,0 bilhdes em 2023, com taxa de
crescimento anual de 4,9% para o periodo de 2018-2023, impulsionando a pesquisa de
obtencdo de enzimas com propriedades mais especificas e de menor custo (ARAUJO et al.,
2021). O Aspergillus niger, por exemplo, além de apresentar metabdlitos reconhecidos como
seguros nas industrias alimenticia e farmacéutica, é utilizado como principal produtor de
inulinase comercial. Esta enzima faz a hidrolise da inulina, polimero de frutose encontrado
como carboidrato de reserva em varias plantas (GERMEC; TURHAN, 2020).

Na area médica, os fungos filamentosos demonstram beneficios na promocéo da salude
em razdo da quantidade de compostos que apresentam atividade biologica: imunomoduladora
(SINDHU et al., 2021), antioxidante (GUNASEKARAN; GOVINDAN; RAMANI, 2021a),
na funcdo cognitiva (RANDHAWA et al.,, 2021), antibacteriana (GUNASEKARAN;
GOVINDAN; RAMANI, 2021b), anti-inflamatéria (YADAV; NEGI, 2021), antitumoral
(WANG et al., 2021), hepatoprotetora (LI et al., 2021b), hipoglicémica (LI et al., 2021c),
anticoagulante (LI et al., 2021a) e antinociceptiva (MAZUMDER et al., 2021), por exemplo.
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Apesar de muitos estudos realizados, os fungos filamentosos ainda s&o uma fonte
subexplorada de compostos potencialmente bioativos (YADAV; NEGI, 2021).

2 Fungos basidiomicetos

Os fungos do filo Basidiomycota sdo encontrados em diferentes biomas e podem ser
divididos em trés grupos relacionados ao modo de nutricdo: saprébicos, simbidticos ou
parasitas/patogénicos (VIEIRA GOMES et al., 2019). Os fungos saprobicos decompdem a
matéria organica, os simbioticos formam uma relacdo mutualistica com outro organismo e 0s
patogénicos ou parasitas infectam plantas, insetos, animais e até outros fungos (SCHMIDT-
DANNERT, 2016).

O filo Basidiomycota inclui ferrugens, carvles, fungos gelatinosos, cogumelos,
chanterelles, fungos de prateleira, puffballs e stinkhorns (Figura 3). O basidio é a estrutura
reprodutiva microscépica que dintigue os basidiomicetos dos demais fungos de outros filos; e
0 basidioma (basidiocarpo), ou cogumelo, € o corpo produtor de esporos dos basidiomicetos
(MARGULIS; CHAPMAN, 2009). Os basidiocarpos sdo ricos em carboidratos
(polissacarideos estruturais) e proteinas, o micélio é composto de hifas septadas, entretanto, a
morfologia do septo ndo é uniformemente observada dentro do grupo (TAYLOR; KRINGS;
TAYLOR, 2015a). Na literatura antiga, os basidiomas eram chamados de “corpos frutiferos”
ou “frutas” porque foram inicialmente descritos por botanicos (MARGULIS; CHAPMAN,
2009).

O filo Basidiomycota compreende trés subfilos principais, Agaricomycotina,
Pucciniomycotina e Ustilaginomycotina. O Agaricomicotina inclui a maioria dos
Basidiomycota descritos, representado pelos cogumelos, fungos gelatinosos, leveduras
basidiomicetas, decompositores e importantes patdgenos de madeira, vegetais e humanos. A
grande maioria das espécies em Pucciniomycotina e Ustilaginomycotina sao ferrugens (MAO;
WANG, 2019).

Os corpos de frutificacdo de cogumelos basidiomicetos apresentam variedade de
metabolitos secundarios de interesse industrial, a exemplo de: terpendides, compostos
fenolicos, flavonoides, alcaloides, &cidos organicos e esteroides (VIEIRA GOMES et al.,
2019). Os fungos basidiomicetos do género Pleurotus, por exemplo, compreende diversas
espécies valorizadas por suas caracteristicas gastronémicas e potencial biotecnoldgico
(CALDAS; ZIED; SARTORELLI, 2022; STOFFEL et al., 2021).
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Figura 3. Diversidade morfoldgica dos fungos do filo Basidiomycota. (A) Ustilago maydis
(carvdo-do-milho). (B) Ferrugem do café causada por Hemileia vastatrix. (C) Fungo
gelatinoso Tremella cf. fuciformis. (D) Cogumelo Amanita muscaria. (E) Chanterelle
Cantharellus cibarius. (F) Fungo de pateleira Laetiporus sulphureus. (G) Puffball Lycoperdon
pyriforme. (H) Stinkhorns Clathrus crispus. Fonte: As imagens estdo disponiveis para o
dominio publico em <https://commons.wikimedia.org/wiki/Main_Page> [Adaptado].
Acessado em 08/12/2021.

2.1 Género Pleurotus

Os cogumelos do género Pleurotus (Figura 4) pertencem ao filo Basidiomycota, a
ordem Agaricales e a familia Pleurotaceae e sdo um dos mais cultivados comercialmente em
todo o mundo (CALDAS; ZIED; SARTORELLI, 2022; GUNASEKARAN; GOVINDAN;
RAMANI, 2021b). As espécies do género Pleurotus distribuem-se mundialmente,
colonizando varios nichos ecoldgicos, preferencialmente arvores em decomposicéo, devido as

suas caracteristicas sdo conhecidos como fungos da podriddo branca (RODRIGUES
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BARBOSA et al., 2020). Consistem em mais de 200 espécies saprofiticas distribuidas
principalmente em ambientes temperados e tropicais (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-
SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017).

Figura 4. Diferentes especies de fungos do género Pleurotus. (A) Pleurotus citrinopileatus,
(B) Pleurotus ostreatus, (C) Pleurotus eryngii, (D) Pleurotus tuber-regium, (E) Pleurotus
pulmonarius, (F) Pleurotus nebrodensis. Fonte: <https://www.mycodb.fr/> [Adaptado].
Acessado em 05/12/2021.

As espécies mais conhecidas do género Pleurotus sdo: P. djamor (ostra rosa), P.
ostreatus (cogumelo ostra), P. citrinopileatus (ostra dourada), P. eryngii (ostra real), P. tuber-
regium (ostra king tuber ), P. pulmonarius (ostra fénix), P. nebrodensis (cogumelo férula
branco), P. cystidiosus (cogumelo abalone), P. cornucopiae (cogumelo ostra ramificado) e P.
sajor-caju (ostra cinza abalone) (BELLETTINI et al., 2019; CARRASCO-GONZALEZ;
SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017; XU et al., 2021).

Devido a diversidade do género Pleurotus, a identificacdo correta das espécies €
dificultada (ZERVAKIS et al., 2019). Uma Unica espécie pode assumir diferentes
caracteristicas morfoldgicas a depender da mudanca do ambiente, além disso, as condicGes de
luminosidade ao qual o fungo serd submetido pode influenciar em distintas coloragdes
(RODRIGUES BARBOSA et al., 2020). Estudos com técnicas modernas de abordagem
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bioquimica e molecular fornecem informagdes mais precisas quanto ao género e espécie
(BRUGNARI et al., 2016).

As espécies de Pleurotus ssp. utilizam enzimas extracelulares (celulases, pectinases,
xilanases, peroxidases e lacases) para degradar compostos da parede celular de plantas e é
dessa maneira que os fungos extraem nutrientes de substratos lignocelulésicos para
desenvolver seus corpos de frutificagio (ARAUJO et al., 2021). As caracteristicas quimicas,
funcionais e sensoriais dos cogumelos s&o influenciadas pelos substratos utilizados em seu
cultivo (BELLETTINI et al., 2019). Pleurotus spp. séo reconhecidos por suas propriedades
dietéticas, sendo fonte de proteina (9% —35%) e aminodacidos essenciais, fibras (12% —57%),
vitaminas e minerais (ARAUJO et al., 2021). Outro interesse na utilizacdo de espécies de
Pleurotus ssp. relaciona-se a suplementacdo de alimentos processados, visando aumentar o
conteudo e a qualidade de proteinas, como em pées e produtos lacteos (CARRASCO-
GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017).

Os representantes do género Pleurotus ssp. ocupam o segundo lugar no mercado
mundial de cogumelos e € o mais popular na China (BELLETTINI et al., 2019). No Brasil, ha
um crescimento no consumo de cogumelos comestiveis nos dltimos anos, principalmente de
P. eryngii, conhecido como king shimeji, que representa um dos cogumelos mais cultivados,
aproximando-se cada vez mais do cotidiano dos brasileiros (LOUZADA DOS SANTOS et
al., 2021). A producéo brasileira de cogumelos Pleurotus ssp. ndo possui dados precisos, no
entanto, estima-se que sejam produzidas cerca de duas mil toneladas por ano (ARAUJO et al.,
2021).

O género Pleurotus ssp. € bastante estudado em razdo da presenca de importantes
moléculas bioativas e seus diversos efeitos bioldgicos (BELLETTINI et al., 2019).
Metabolitos primarios e secundarios presentes nos fungos deste género apresentam potencial
terapéutico substancial. O primeiro relato de atividade hipotensiva de cogumelo Pleurotus
ssp. em um modelo de camundongo foi em 1986 e desde entdo, varios pesquisadores
demonstraram sua capacidade medicinal (BRUGNARI et al., 2016). Entre 0s representantes
do género, os estudos com a espécie P. djamor apontam atividades biol6gicas de seus

metabolitos e por essa razdo essa espécie deve ser melhor explorada (L1 et al., 2021b).
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2.2 Pleurotus djamor

O Pleurotus djamor (Figura 5) é uma espécie caracterizada por ter basidioma que
varia em cor de branco a salméo profundo (MENOLLI; BRETERNITZ; CAPELARI, 2014).
Conhecido como cogumelo ostra rosa, € amplamente cultivado na China (LI et al., 2019),
apresentando condicOes de crescimento em diferentes temperaturas ao longo do ano
(SHARMA et al., 2021). A taxonomia das formas rosa de Pleurotus tem sido uma questdo de
discussdo de muitos autores e inclui pelo menos cinco espécies consideradas sinbnimas: P.
éous (Berk.) Sacc., P. flabellatus, Sacc., P. ostreatoroseus, P. almoneostramineus
Lj.N.Vassiljeva e P. djamor (MENOLLI; BRETERNITZ; CAPELARI, 2014).

Figura 5. (A) Basidiomas de P. djamor; (B) Micélio de P. djamor em meio batata dextrose.
Fonte: (A Imagem disponivel para 0 dominio publico em:
<https://commons.wikimedia.org/wiki/Main_Page> [Adaptado]. Acessado em 08/12/2021.
(B) Propria da autora.

O P. djamor foi identificado como nédo toxico naturalmente e é amplamente utilizado
para fins alimenticios e medicinais, assim como algumas outras espécies comestiveis do
género Pleurotus (P. sajorcaju, P. florida, P. citrinopileatus e P. ostreatus) (MAITY et al.,
2019). Essa especie de cogumelo possui variedade de atividades fisioldgicas descritas na
literatura: hepatoprotetora (LI et al., 2019), antitumoral (GUNASEKARAN; GOVINDAN;
RAMANI, 2021a), antioxidante, antimicrobiana, antiplaquetaria (MAITY et al., 2021a).
Inclusive, algumas atividades biologicas foram citadas em estudos utilizando polissacarideos
de P. djamor (LI et al., 2021b), reforcando a importancia farmacoldgica deste metabolito

primario.
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3 Fungos Ascomycota

Os fungos do filo Ascomycota (Figura 6) incluem as leveduras de panificagdo e
cerveja, o bolor azul-esverdeado (maturacdo de queijos) e preto, cogumelos, trufas, fungos de
xicara e liquen, representando um grupo grande, diverso e economicamente importante
(MARGULIS; CHAPMAN, 2009). Os Ascomycota possuem trés subfilos: Taphrinomicotina
(grupo pequeno que inclui algumas leveduras), Saccharomycotina (a maior parte das
leveduras, incluindo as variedades de panificacdo e cerveja, e também Candida albicans) e
Pezizomicotina (todos os outros ascomicetos) (TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2015b). A
maioria dos fungos ascomicetos faz parte da classe Plectomycetes e ordem Eurotiales,
enquanto a maior parte das leveduras estdo na classe Hemiascomycetes e na ordem
Endomycetales (COUSIN, 2014).

Figura 6. Representacdo da diversidade morfoldgica do filo Ascomycota. (A) Corpo de
frutificacdo de Morchella conica. (B) Leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae. (C)
Micrografia de Penicillium sp. (D) Liquenes em galho de arvore. (D) Trufa branca Tuber
magnatum. (E) Fungo de xicara Sarcoscypha coccinea. Fonte: As imagens estdo disponiveis
para o dominio publico em <https://commons.wikimedia.org/wiki/Main_Page> [Adaptado].
Acessado em 09/12/21.

Os ascomicetos sdo conhecidos pela formacdo de um asco, estrutura de parede fina,
contendo ascOsporos ou esporos sexuais, também produzem esporos assexuados, 0s conidios

(FAZENDA et al., 2008). O asco estd dentro de um corpo frutifero denominado ascoma ou
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ascocarpo (TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2015b). Na maturidade, o asco se rompe
liberando os ascosporos no meio ambiente. A maioria dos ascomicetos formam hifas,
entretanto, as leveduras geralmente s&o exclusivamente unicelulares. As hifas dos
ascomicotes sdo tubos longos, delgados e ramificados e o micélio € septado e ramificado,
formando uma massa algodoada (MARGULIS; CHAPMAN, 2009).

As caracteristicas mais marcantes dos fungos pertencentes ao filo Ascomycota séo:
producdo de ascosporos resistentes ao calor e crescimento em alimentos com baixa atividade
de agua. Essas caracteristicas geram problemas na industria de alimentos, por exemplo,
permitindo que o0s ascdsporos sobrevivam aos tratamentos térmicos de pasteurizacao,
enlatamento ou processamento asséptico, resultando na deterioracdo de diferentes tipos de
alimentos (COUSIN, 2014).

Os fungos ascomicetos sdo metabolicamente versateis e desempenham papel crucial
na industria, onde sdo utilizados para producdo de enzimas, pigmentos, antibidticos, acidos
organicos e alimentos humanos (FERREIRA et al., 2016). O Aspergillus spp., por exemplo, é
responsavel pela maior parte da producdo comercial de &cidos organicos, incluindo os acidos
citrico, glucénico e itaconico, além de também possuir potencial como fonte de acido malico
e oxalico (YANG; LUBECK; LUBECK, 2017). Portanto, fungos Ascomycota podem ser
explorados comercialmente tanto na industria de alimentos quanto ao seu potencial

farmacoldgico.

3.1 Género Aspergillus

O género Aspergillus representa um grupo de fungos filamentosos encontrados em
diversos habitats, resistentes a diferentes condi¢cdes ambientais e com grande ndmero de
espécies: A. terreus, A. tubingensis, A. fumigatus, A. niger, A. nidulans, A. aculeatus, entre
outras. Este género inclui cerca de 200 espécies de importancia na saude puablica como
contaminantes alimentares, produtores de toxinas, patdgenos humanos e animais, bem como
sdo Uteis em processos biotecnoldgicos e utilizados como modelo para estudo de inimeros
processos celulares (SCAZZOCCHIO, 2019).

Na agricultura, representantes do género Aspergillus sdo conhecidos por contaminar
alimentos, principalmente grdos (trigo, milho, arroz, cevada, farelo de farinha, amendoim e
soja armazenados) (GHAFORI; HABIBIPOUR; BAYAT, 2021). Este género também é

responsdvel pela producdo de metabolitos secundarios, como aflatoxinas, que podem
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contaminar alimentos e ragcfes (KE et al., 2021). As aflatoxinas, um grupo de cumarinas
altamente substituidas, secretadas pelos fungos quando crescem em alimentos armazenados,
sdo extremamente toxicas. IntoxicacBes com essa substancia podem ser fatais, os principais
responsaveis sdo as cepas de A. flavus e A. parasiticus (SCAZZOCCHIO, 2019).

Na induastria, o interesse de espécies de Aspergillus deve-se a sua capacidade de
crescimento e cultivo em diferentes substratos, altos niveis de secrecdo e atividade
enzimatica, bem como a capacidade de degradacdo da paredes celulares (HEGDE, 2006; MA
et al., 2021a). O A. terreus por exemplo, é um fungo de distribuicdo mundial de coloracdo
marrom-amarelada a marrom-escura, que possui valor econémico em biotecnologia e tem
sido empregado no campo industrial na producdo de &cido itacénico e lovastatina (farmaco
membro da classe das estatinas, usado para tratar a hipercolesterolemia) (HUANG et al.,
2021). A depender das condi¢des de cultivo, as cepas de A. niger sdo capazes de excretar uma
série de &cidos organicos, como o citrico, usado em inddstrias de alimentos, bebidas e
farmacéutica (SCAZZOCCHIO, 2019). Sendo assim, Aspergillus spp. sdo de consideravel

interesse para a pesquisa médica, aplicada e basica (MA et al., 2021b).

3.1.1 Aspergillus niger

O A. niger (Figura 7) é um ascomiceto filamentoso, saprotrofico e presente na
natureza, principalmente em material vegetal morto ou em decomposicdo (XU et al., 2020).
Caracterizado por ser um mofo de coloracdo preta (Aspergillus secdo Nigri) € a espécie
industrial mais comumente aplicada (MEIJER et al., 2011).

Apesar de desempenhar um papel importante nos ecossistemas naturais e na industria,
particularmente na producdo de alimentos, medicina e biotecnologia, o A. niger também é,
assim como as demais espécies do género, conhecido pela producdo de micotoxinas
(SCROCCARELLO et al., 2021). Considerado importante produtor da micotoxina ocratoxina
A em alimentos, principalmente em uvas e produtos derivados (GIL-SERNA et al., 2019).

O A. niger é capaz de crescer em uma variedade de condi¢cdes ambientais e €
facilmente encontrado em todo o mundo. O seu crescimento, fisiologia, producdo de enzimas
e outros metabolitos estdo relacionados as fontes de carbono e outros nutrientes disponiveis,
bem como a temperatura e umidade submetidos durante a fase de crescimento (MEIJER et al.,
2011).
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Figura 7. (A) Micélio de Aspergillus niger em meio batata dextrose. (B) Morfologia
microscopica de Aspergillus niger com presenca de hifa hialina e de conidio preto. Fonte:
Propria da autora.

Diversos estudos utilizam o A. niger em busca da exploracdo maxima do seu
potencial. Meng et al. (2022) em seu trabalho utilizaram mutantes de A. niger, criados a partir
de engenharia metabolica, para a producdo biotecnoldgica de xilitol a partir de substratos
lignocelulosicos. Na area clinica, Abdel-Wahhab et al. (2020) identificaram compostos
bioativos no extrato de A. niger SH2-EGY (fracdo de acetato de etila) e avaliaram seu papel
protetor contra o estresse oxidativo induzido por aflatoxina B1 (AFB1), genotoxicidade e
citotoxicidade em ratos, demonstrando que o extrato € seguro e promissor para as industrias
farmacéutica e alimenticia. Sendo assim, seja pelos beneficios industriais e na area
farmacologica, quanto pelos prejuizos causados na agricultura, o A. niger é um fungo

importante e economicamente significativo.
4 Parede celular dos fungos

A parede celular € uma matriz dindmica que circunda as células fangicas conferindo
flexibilidade, rigidez e protecdo contra condi¢bes ambientais extenuantes: lesdes mecanica,
toxinas, pressdo osmotica e ataques de parasitas (TZELEPIS; KARLSSON, 2019). Portanto,
a parede celular fungica possui importante funcdo em proporcionar propriedades aderentes
que permitem a sua invasdo nos tecidos do hospedeiro e a sua protecdo contra a maquinaria de
defesa do hospedeiro invadido (CORTES et al., 2019). A parede celular é altamente mutéavel e

permite diversos processos morfogenéticos, como crescimento celular, citocinese e o
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desenvolvimento de tipos especializados de células flingicas (CORTES et al., 2019). A
organizacdo da parede celular fangica varia entre as espécies e a depender do estagio de
crescimento do fungo (COLOSIMO et al., 2021).

Embora a composi¢cdo varie entre as diferentes espécies de fungos, a maioria das
paredes celulares exibem wuma estrutura semelhante que consiste na presenca de
polissacarideos do tipo quitina, mananas, a-glucanas, p-1,3-D-glucanas, B-1,6-D-glucanas e
de proteinas (Figura 8) (TZELEPIS; KARLSSON, 2019). A parede celular é construida a
partir de componentes da matriz que estdo incorporados e ligados a microfibras que
compreendem longas cadeias de polissacarideos (70-90% da parede celular) e proteinas
glicosiladas (10-30% da parede celular) (CORTES et al., 2019; CURTO et al., 2021).

A parede celular fingica € composta por duas camadas principais de polimeros
conectados uns aos outros formando uma rede forte. A camada interna é hidrofobica e rigida e
composta, principalmente, por uma rede fibrilar de $-(1,3)-D-glucana e quitina, com algumas
espécies apresentando ainda fibrilas de a-1,3-D-glucana (que contribuem para a integridade
da parede celular) (CURTO et al., 2021). A camada externa varia de acordo com a espécie,
mas de modo geral, ¢ a camada mais heterogénea, hidratada, movel e composta de
glicoproteinas (manoproteinas responsaveis pelo reconhecimento e adesdo ao hospedeiro),
podendo também apresentar componentes como melanina, lipidios e poliuronideos
(COLOSIMO et al., 2021).

O principal glucano de parede celular fungica é o -(1,3)-D-glucano (65-90% do total
dos B-glucanos da parede celular) (CORTES et al., 2019). Apds sintetizado e ramificado por
cadeias laterais de B-(1,6)-D-glucano, o B-(1,3)-D-glucano se conecta a outros glucanos, a
quitina ou a manoproteinas, conferindo for¢ca mecéanica a parede, essencial para manter a
integridade da célula fungica (CURTO et al., 2021). A quitina € um polimero estrutural de
mondmeros de N-acetilglucosamina ligados por ligagdes do tipo B-(1-4) e que tornam as
microfibrilas estabilizadas por ligacdes de hidrogénio. A quitina é resistente a tracdo,
proporcionando rigidez a parede celular fungica (COLOSIMO et al., 2021). O B-(1-6)-D-
glucano, por outro lado, atua como ‘“cimento” dentro da rede, portanto, se interconecta

covalentemente a p-(1-3)-D-glucano, quitina e glicoproteinas (CORTES et al., 2019).
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Figura 8. A) Esquema da estrutura e biossintese de uma parede celular tipica de fungos. B)
Estruturas quimicas dos polissacarideos quitina, a-glucana e p-(1,3)/(1,6)-D-glucana. Os
polissacarideos [B-(1,3)-D-glucana, quitina e a-glucana sdo sintetizados na membrana
plasmética por enzimas transmembrana. A localizacdo da sintese de B-(1,6)-D-glucana é
desconhecida. As manoproteinas sdo transferidas do complexo de Golgi para a membrana
plasmatica através de vesiculas e, em seguida, fixadas a camada externa da parede celular.
Fonte: CURTO et al. (2021). [Adaptado].

Durante as diferentes fases da morfogénese do ciclo de vida dos fungos, a parede
celular serad continuamente reconstruida, este processo inclui a ruptura de ligacGes e insercao

de moléculas, bem como a biossintese dos seus constituintes polissacarideos (CURTO et al.,
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2021). Os polissacarideos quitina, -(1-3)-D-glucano e a-(1-3)-D-glucano séo sintetizados na
membrana plasmatica por enzimas transmembrana ou complexos enzimaticos (Figura 8). A
localizagdo da sintese de B-(1-6)-D-glucano é desconhecida e a glicoproteina (Manoproteina)
tem sua sintese iniciada no reticulo endoplasmatico e é estendida para o complexo de Golgi e
entdo exportada para a membrana plasméatica e para a parede celular pela via secretora
(CORTES et al., 2019).

A presenca de polissacarideos, principalmente a quitina, na parede celular dos
cogumelos confere uma fonte de fibra alimentar com beneficio para a saide (RODRIGUES
BARBOSA et al., 2020). Os fungos séo fonte de fibra dietética e seus impactos na digestao e
na salde decorrem das caracteristicas de sua parede celular, podendo, inclusive, de acordo ao
estudo de Colosimo et al. (2021), melhorar a satde através da reducdo dos riscos de diabetes

tipo 2 e doencas cardiovasculares, e tambem aumentando a saciedade.

5 Importéncia biotecnolégica dos polissacarideos fungicos

A maioria dos carboidratos presentes na natureza compreendem macromoléculas com
peso molecular relativamente grande, os polissacarideos (MAITY et al., 2021b).
Polissacarideos sdo carboidratos complexos e compostos por monossacarideos unidos por
ligacBes glicosidicas (SINDHU et al., 2021). Classificados como homopolissacarideos,
quando contém apenas um tipo de unidade monomérica, ou heteropolissacarideos quando sdo
compostos por dois ou mais tipos diferentes de mondmeros em sua CoOmMpOSiGao.
Estruturalmente, os polissacarideos, podem ser lineares ou possuir varios graus de ramificacéo
(ABREU et al., 2021).

Os polissacarideos sdo produzidos por diferentes espécies (microrganismos, algas,
plantas e animais), possuem alta diversidade estrutural, o que lhes confere mdaltiplas
funcionalidades e grande capacidade de transportar informacfes bioldgicas
(CHAKRABORTY et al., 2019; GUNASEKARAN; GOVINDAN; RAMANI, 2021b). A
configuracdo dos monossacarideos e das ligacdes glicosidicas presentes nos polissacarideos
difere conforme a sua origem (SINDHU et al., 2021).

As diversas espécies de fungos apresentam diferencas em relacdo aos polissacarideos,
como a estrutura molecular, tamanho, peso molecular, composicdo monossacaridica,

solubilidade, conformagéo, padrdo de ramificagdo, grau de substituicdo e associagdo intra e
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intermolecular das cadeias de polissacarideos, estas diferencas sdo importantes nas aplicagdes
e respostas bioldgicas caracteristicas dos polissacarideos (GUNASEKARAN; GOVINDAN;
RAMANI, 2021a; MAITY et al., 2021b). Além disso, é possivel observar variagdes
estruturais decorrentes de diferentes metodologias utilizadas para extracao dos polissacarideos
fangicos (ABREU et al., 2021).

Na purificacdo dos polissacarideos, as impurezas do processo de extracdo, sdo
eliminadas e a estabilidade do polissacarideo é alcancada através do processo de precipitacéo.
A realizacdo da precipitacdo de polissacarideos pode ser executada utilizando solventes
organicos e alcoois, a partir de associacdo intermolecular. A reducéo na constante dielétrica
dos polissacarideos ocasiona as mudangas conformacionais que permitem a agregacao e
precipitacdo das moléculas (MUTHUSAMY; UDAYAKUMAR; NARALA, 2021).

Os polissacarideos desempenham papéis essenciais, seja no ecossistema ou na
utilizacdo como matéria-prima industrial. S&o aplicados no ramo téxtil (corante/tinta),
alimenticio (gomas/aglutinantes) e farmacéutico (formulagdes de farmacos devido a sua
solubilidade, permeabilidade e difusividade), alem disso sdo utilizados como excipientes
semissintéticos e naturais na forma de espessantes, ligantes, gelificantes, suspensoes,
emulsificantes e estabilizantes (SINDHU et al., 2021).

A utilizacdo de polissacarideos fungicos em aplicacGes farmacéuticas ocorre devido
principalmente a sua auséncia ou baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixo custo e disponibilidade como material renovavel (MAITY et al., 2021b). As atividades
bioldgicas dos polissacarideos estdo relacionadas as variacOes estruturais dos diferentes
polissacarideos  fangicos, demonstrando efeitos antitumorais, imunomoduladores,
antioxidantes, anti-inflamatorios, antivirais, antidiabéticos, hipotensivo, hepatoprotetor,
hipolipedémico, antitrombdtico (SINDHU et al., 2021).

6 Avaliacdo da atividade bioldgica de polissacarideos fungicos

A diversidade de aplicacGes farmacoldgicas atribuidas aos polissacarideos fungicos
impulsionam o0s estudos nessa area (SINDHU et al., 2021). As bioatividades dessas
biomoléculas estdo relacionadas as diferencas em aspectos como a sua estrutura molecular,
composicdo monomérica, tipo de ligacdo glicosidica predominante, grau de substituicdo, grau
de ramificacdo e na conformacdo estrutural das cadeias principais (DE ALMEIDA; DA
SILVA, 2021).
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A maioria dos polissacarideos de fungos possuem de médio a alto peso molecular (>
20.000 Da) e estrutura composta de a- ou pf-glucano, ou um a, B-glucano misto (MAITY et
al., 2021b). A classificacdo desses homopolissacarideos leva em consideracdo 0 peso
molecular e a posicdo do carbono anomérico na ligacdo glicosidica (RODRIGUES
BARBOSA et al., 2020).

Os heteropolissacarideos fungicos sdo mais complexos que os homopolissacarideos e
também tém sido explorados quanto ao potencial biol6gico. Manoglucanos, galactomananos,
heterogalactanos e manogalactanos sdo exemplos de heteropolissacarideos obtidos a partir de
cogumelos comestiveis e que apresentam atividades bioldgicas relatadas resultantes de
experimentos in vitro e in vivo (ABREU et al., 2021).

Os glucanos fangicos bioativos séo versateis quanto aos tipos de ligagdes glicosidicas
apresentadas, sendo principalmente dos tipos (1—3)-, (1—6)-p-D-glucanos, (1—3)-a-D-
glucanos e (1—6)-p-D-glucano (MAITY et al., 2021b; RODRIGUES BARBOSA et al.,
2020). Entretanto, os B-D-glucanos sdo os mais estudados quanto estrutura quimica e efeitos
medicinais (YAN et al., 2019). Os B-D-glucanos e alguns heteroglucanos atuam como
modificadores da resposta bioldgica, possuindo a capacidade de aumentar e estimular o
sistema imunoldgico entre outras bioatividades (CHAKRABORTY et al., 2019).

Os estudos com polissacarideos tém se proposto a explorar a versatilidade estrutural,
bem como confirmar relacBes estrutura-bioatividades. As fontes, tipo de extracdo, pesos
moleculares, composi¢cdes monossacaridicas e atividades bioldgicas de alguns polissacarideos

de fungos filamentosos foram resumidos na Tabela 1.



Tabela 1. Fontes, tipo de extracdo, composicao e atividade bioldgica de polissacarideos fangicos.
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Fungo Tipo de Peso Composicéo Polissacarideo Atividade bioldgica Referéncia
Extracdo  molecular monossacaridica
(Da)

Pleutotus Alcalina 9,16x10* Glicose (1-3)-B- Efeito citotdxico contra células PAL (MAITY et
djamor D-glucano de carcinoma ovariano al., 2019)
Pleurotus Agua 2,14 x10* Galactose, manose,  Heterogalactano 3- Ativacdo de macréfagos (YAN et al.,

eryngii quente metil-galactose e O-metilado 2019)
glicose
Russula Agua RVP-1: Galactose, glicose, Heteroglucano de Hipoglicémica, anticancer e (LI etal.,
virescens quente 1,48x10 manose e fucose ligacOes imunomoduladora 2021c)
RVP-2: glicosidicas dos
1,33x10 tipos: 1,6 —, 1,2
—,1—>¢1,3,6 >
Pleurotus Agua 1,61 x10°  Glicose e galactose Galactoglucano Antioxidante (MAITY et
djamor guente al., 2021a)
Pleurotus Agua 7,30%x10° Arabinose, Heteroglucano com Atividade antitumoral (WANG et
citrinopileatus galactose, glicose,  ligagdes do tipo a e al., 2021)
xilose, manose e B
acido glucurénico
Grifola Agua 1,55%10° Ramnose, xilose, Heteroglucano Atividade imunomoduladora (MENG et
frondosa guente manose, glicose al., 2017)
Russula Agua RVLAP: RVLAP: glicose, Heteroglucano Atividade antioxidante e (LIU etal.,
vinosa quente 10,72x10* galactose e hepatoprotetora 2014)
RVLWP: arabinose;
8,71x10* RVLWP: glicose e
galactose
Grifola Agua 4,05x10* Glicose e fucose Fucoglucano Atividade antiviral (ZHAO et
frondosa quente al., 2016)
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Pholiota Agua - Glicose, manose e B-D-glucano Atividades anti-inflamatéria e (ABREU et
nameko quente galactose antinociceptiva al., 2019)
Cookeina Alcalina ICW-Ct: Glicose B-D-glucano Atividade antinociceptiva (MORENO
tricholoma 4,3x10° et al., 2016)

IHW-Ct:
3,7x10°
IK2-Ct:
8,2x10°
Aspergillus - 3,03x10* Manose Manano Atividade antitumoral (LI etal.,
terreus 2016)
Aspergillus - 7000 Glicose e manose Manoglucano Atividade antioxidante (CHEN et
versicolor al., 2012)
Penicillium - PS1-1: Manose, glicose e Heteroglucano Atividade antioxidante (SUN et al.,
sp. 6,74x10* galactose. Acido 2009)
PS1-2: glucordnico apenas
1,54x10* no PS2-1
PS2-1:
1,21x10*
Lentinus - 2,27x10* Manose, arabinose, Heteropolissacaride Atividade hipoglicemiante (CAOQetal.,
edodes galactose, xilose e 0 2020)
ramnose
Boletus edulis Agua 113,432 Glicose, galactose, Heteroglucano Atividade antitumoral e (WANG et
quente ramnose e arabinose imunomoduladora al., 2014)
Agaricus Agua - Glicose, Galactose,  Galactoglucomana Atividade imunomoduladora (LIN et al.,
bitorquis quente Manose, Xilose, no 2021)
Arabinose e
Rhamnose
Agaricus Agua 7,84%10° Ribose, ramnose,  Heteropolissacaride Atividade imunomoduladora (LIU etal.,
bisporus guente arabinose, xilose, 0 2020)

manose, glicose e
galactose
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Ganoderma Agua 2,5%x10* Arabinose, manose, Heteroglucano Modulagéo da microbiota intestinal,  (GUO et al.,
lucidum quente glicose e galactose funcéo das células imunes para inibir a 2021)
inflamac&o e a tumorigénese no célon
Inonotus Agua 1,0502x10° Ramnose, arabinose, Heteroglucano Atividades antioxidante e inibidorada  (WANG et
obliquus xilose, manose, a-amilase e a-glicosidase al., 2018a)
galactose e glicose
Agaricus spp. Agua EPF-Ab: EPF-Ab: Fucose e Fucogalactanos Atividades anti-inflamatéria e (KOMURA
(A. 19,4x10° galactose antinociceptiva et al., 2010)
brasiliensis EPF-Ah: EPF-Ah: Fucose,
(EPF-Ab) e A. 31,1x103 galactose e 3-O-

bisporus var.
hortensis
(EPF-Ah)

metil-galactose
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6.1 Atividade Imunomoduladora

Imunidade é a capacidade do corpo de reconhecer e fornecer uma resposta contra
doencas ou microrganismos invasores pela atuacdo do sistema imunolégico A resposta imune
do organismo pode ser do tipo inata ou do tipo adaptativa (SINDHU et al.,, 2021). A
imunidade inata € um mecanismo de defesa inespecifico que tém inicio imediatamente apds o
reconhecimento de algum corpo estranho dentro da célula hospedeira (SINDHU et al., 2021).
Macrofagos, células Natural Killer (NK), células dendriticas e mastdcitos participam do
sistema imunoldgico inato com o intuito de combater quaisquer invasores estranhos
principalmente através da producdo de citocinas: interleucinas (IL), interferons (IFN) e fator
de necrose tumoral (TNF) (YADAV; NEGI, 2021).

A imunidade adaptativa, também conhecida como adquirida ou especifica, ocorre ao
longo da vida, sendo ativada apos o contato com diferentes antigenos imunogénicos, tornando
0 organismo capaz de reconhecer e se defender de invasores patogénicos (MAITY et al.,
2021b). Os sistemas imunes adaptativos sdo compostos de células T CD4+, células T CD8+,
células B, etc. As células B produzem anticorpos para arbitrar a imunidade humoral, enquanto
as células T ativam a imunidade mediada por células (RODRIGUES BARBOSA et al., 2020).
As células dendriticas derivadas de mondcitos também estdo envolvidas na resposta imune
adaptativa, apresentando antigenos as células T e assim, ativando o sistema imunologico
(MAITY etal., 2021b).

Para acelerar ou desacelerar a resposta imunologica o organismo pode contar com
compostos imunomoduladores, a exemplo dos polissacarideos, que sdo capazes de gerar
respostas imunes inatas e adaptativas contra células invasoras (YAN et al., 2019). Os
polissacarideos, portanto, sdo considerados modificadores da resposta bioldgica. Os -
glucanos fungicos, por exemplo, podem mediar a imunidade através da reprogramacéo
funcional das células imunes inatas, permitindo respostas adaptativas apds exposicoes
secundarias a patdgenos (BRIARD et al., 2021).

Os B-glucanos ativam o sistema imunologico aumentando a funcdo fagocitica dos
macréfagos, ou aprimorando outras fungdes dos macrofagos, como a producdo de 6xido
nitrico, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e aumentando a
secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias como interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12), interferon (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) (DUMLUPINAR, 2021; LIN et
al., 2021; RODRIGUES BARBOSA et al., 2020).
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Os polissacarideos ativam o sistema imunoldgico com a mediacdo de receptores de
parede celular que realizam o reconhecimento bioquimico e determinam o tipo de resposta
celular (YIN et al., 2021b). Estes receptores sdo proteinas chamadas de receptores de
reconhecimento de padrdes (do inglés Pattern Recognition Receptors ou PRRS) que
reconhecem os padr6es moleculares associados a patégenos. Mananas e B-glucanas, sdo 0s
principais Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) flingicos na ativacdo de
PRRs, incluindo receptores de lectina tipo C (CLRs), receptores tipo Dectina-1 e Receptores
Toll-Like (TLR-2 e TLR-4) e receptor de complemento 3 (CR3) (BRIARD et al., 2021).
Varios desses PRRs, participam na transmissdo de sinal e ativacdo de macrofagos (YAN et
al., 2019).

Os principais PRRs encontrados na membrana celular sdo os TLRs e séo responsaveis
pela associacdo das imunidades inata e adaptativa (RODRIGUES BARBOSA et al., 2020).
Os TLRs sdo os canais de sinalizagdo primarios envolvidos na ativacdo de macrofagos,
incluindo a via do fator nuclear kB (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por mitogénio
(MAPKS) (YIN et al., 2021a). Estudos tém demonstrado que a ativacao de macréfagos através
de polissacarideos naturais pode ocorrer por intermedio da ligacao ao receptor TLR2 (YAN et
al., 2019).

Além dos B-glucanos, outros heteroglucanos, principalmente obtidos de cogumelos,
apresentam atividade imunoestimulatéria (YAN et al., 2019). De acordo com o0s estudos
apresentados na Tabela 1, heteroglucanos possuem potencial imunomodulador. Ao que se
refere ao peso molecular destes polissacarideos, a atividade imunomoduladora é observada
em polissacarideos de tamanhos diversos, a exemplo do polissacarideo da parede celular de
Russula virescens com peso molecular de 13,301 Da (LI et al., 2021c) até moléculas de
7,84x10° Da obtidas da parede celular de Agaricus bisporus (LIU et al., 2020).

Um galactoglucomanano (ABSP) obtido de Agaricus bitorquis (QuéL.) Sacc.
Chaidam, foi avaliado quanto a seu efeito imunomodulador utilizando as células RAW264.7 e
foi capaz de promover a viabilidade e a capacidade fagocitica, além de aumentar a producéo
de &xido nitrico, espécies reativas de oxigénio e niveis de TNF-a, provando que ABSP ¢
competente para a imunorregulacdo em RAW264,7. O ABSP ativou significativamente as
células RAW264.7 pela via de sinalizacdo dependente de fator de diferenciacdo mieldide 88
(MyD88) mediada por receptor TLR4 (ativador da resposta imune inata) para induzir a
liberacdo de citocinas bioldgicas. O MyD88 é uma molécula adaptadora essencial para

sinalizacdo através dos TLRs resultando na transducdo de sinais e na producdo de citocinas
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pré-inflamatorias (LIN et al., 2021). Outro polissacarideo, obtido do corpo de frutificagdo de
Grifola Frondosa, também demonstrou no ensaio de proliferagdo celular e através de
observacdes morfoldgicas, que pode melhorar significativamente a atividade de proliferacéo
de células RAW264.7 (MENG et al., 2017).

Em estudos conduzidos por Liu et al. (2020) um heteropolissacarideo (ABP) obtido do
fungo Agaricus bisporus, demonstrou atividade imunomoduladora a partir da proliferacdo de
esplendcitos, indicando que este polissacarideo pode aumentar o potencial de ativacdo das
células T e B e aumentar a imunidade humoral e a imunidade mediada por células (LIU et al.,
2020). Um heterogalactano 3-O-metilado extraido do corpo de frutificagdo de P. eryngii
aumentou a captacdo fagocitica de macrdfagos, secrecdo do 6xido nitrico e producdo de
marcadores pro-inflamatorios: TNF-a e IL-6 e IL-1PB. Estudos mecanisticos demonstram que
este heteroglucano se liga ao receptor TLR2 na superficie celular e, assim, ativa as vias de
sinalizacdo de MAPKSs e do NF-kB (YAN et al., 2019).

6.2 Atividade Antinociceptiva

A dor pode ser provocada por distintos mecanismos, podendo ser categorizada como
dor fisiologica e/ou inflamatdria e neuropatica. Diversos eventos patoldgicos deletérios
enddgenos e exdgenos podem resultar na estimulacdo de cascatas bioquimicas desencadeando
0 processo de inflamacéo e inicio da dor: danos teciduais, reacdes autoimunes e infecgdes, por
exemplo (GAO et al., 2021). Quando induzida por um estimulo agressivo transitério, a dor é
do tipo aguda e serve como alerta fisioldgico essencial para a sobrevivéncia (DE SOUZA
SAMPAIO et al., 2020). Quando néo tratada, a dor aguda pode levar ao desenvolvimento de
dor cronica, comprometendo a qualidade de vida do paciente (GAO et al., 2021).

A lesdo do tecido causa a dor que se resolve rapidamente assim que a lesdo é curada
ou os estimulos sdo suprimidos. Porém, uma vez que a sinalizacdo nociceptiva continua sem
que haja o estimulo sensorial, a dor ndo mais se torna benéfica para o organismo
(MEHANNA et al., 2018). Em algumas condi¢Ges como na inflamacdo ou lesdo nervosa, a
dor pode durar até anos, sendo referida como dor cronica e dor neuropatica (GORDON;
LOVE, 2004). O manejo farmacolégico da dor baseia-se em inibir a sensibilizacdo do
nociceptor pela inibicdo das ciclooxigenases, como no caso do uso de anti-inflamatérios nao
esteroidais, ou pela supressdao da sinalizacdo continua da dor utilizando opioides e doadores
de 6xido nitrico (MEHANNA et al., 2018).
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Apesar da eficicia dos medicamentos disponiveis para 0 manejo da dor, muitas vezes
hé efeitos adversos relacionados, o que reflete na necessidade de busca de novas substancias
com menos efeitos colaterais indesejaveis (DE SOUZA SAMPAIO et al., 2020), a exemplo
da utilizacdo de produtos naturais como polissacarideos, que sdo reconhecidos por sua
atividade antinociceptiva (MAZUMDER et al., 2021; MORENO et al., 2016; SINDHU et al.,
2021). O efeito antinociceptivo dos polissacarideos pode ser atribuido a inibicdo de
prostaglandinas e leucotrienos nas vias centrais e periféricas da dor, reduzindo a dor aguda e
cronica sem distirbios na atividade locomotora (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-
SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017).

Fucogalactans de A. brasiliensis (EPF-Ab) e A. bisporus var. hortensis (EPF-Ah) de
peso molecular proximos foram comparados quanto as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria. Apesar de ambos apresentarem os monossacarideos fucose e galactose, 0 EPF-
Ah também possui 3-O-metil-galactose em sua estrutura. Os resultados em camundongos,
demonstram que o EPF-Ab apresentou 39% de inibicdo antinociceptiva, mas ndo apresentou
atividade anti-inflamatdria, enquanto que EPF-Ah além de apresentar uma inibicéo
semelhante, em torno de 39%, também inibiu em 61% a migracdo celular total e em 32% a
permeabilidade capilar peritoneal, que estdo relacionadas ao efeito anti-inflamatorio. Dessa
forma, pequenas diferencas na cadeia principal desses polissacarideos, como a presenca de
grupos O-metil, sdo capazes de modificar suas atividades biologicas (KOMURA et al., 2010).

Diferentes B-D-glucanos (ICW-Ct, IHW-Ct e IK2-Ct) foram isolados do cogumelo
Cookeina tricholoma. Os polissacarideos ICW-Ct e IHW-Ct (4,3x10° e 3,7x10° Da,
respectivamente) mostraram inibicéo significativa da dor neurogénica, na concentracao de 10
mg/kg, no modelo de nocicepcdo induzida por injecdo intraplantar de formalina, enquanto o
IK2-Ct (8,2x10° Da) ndo mostrou efeitos antinociceptivos ao teste. A diferenca na resposta
antinociceptiva parece estar relacionada ao maior peso molecular do IK2-Ct quando
comparado as outras fracbes de menor peso molecular que apresentaram atividade (MORENO
et al., 2016). Um B-D-glucano obtido de corpos de frutificacdo de Pholiota nameko exibiu
potencial resposta a dor inflamatdria induzida por formalina, na qual com a maior
concentracdo de polissacarideo (3,0mg/kg) a atividade inibitéria da dor foi de 82,3%
(ABREU et al., 2019).
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6.3 Atividade Hipoglicemiante

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas crénicas nas quais 0s pacientes
sofrem de hiperglicemia como consequéncia da producdo desequilibrada de insulina e/ou
insensibilidade ao efeito desse hormdnio na transducdo de sinal de receptores celulares
(STOJKOVIC et al., 2019). Consequentemente, o DM pode desencadear distdrbios
metabdlicos de longo prazo que resultam em uma série de complicacdes, incluindo cegueira,
insuficiéncia renal, problemas circulatérios, acidente vascular cerebral e morte (YADAV;
NEGI, 2021).

O DM pode ser dos tipos mais conhecidos: diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2
(DM2) e diabetes gestacional, sendo que o DM2 é mais prevalente, porquanto é predominante
em 90% dos pacientes diabéticos (MENEGUIN et al., 2021). O DM2 relaciona-se as
disfuncdes hormonais e metabolicas geradas por fatores genéticos e ambientais: disbiose
intestinal, tabagismo, envelhecimento, ingestdo de alcool, obesidade e inflamagédo que leva a
resisténcia insulinica (KHURSHEED et al., 2020). O individuo portador do DM2 possui
defeitos nos niveis de insulina em seu organismo (devido a liberacdo ou acdo anormal da
insulina), sendo que os fatores envolvidos na sua etiopatologia sdo: resisténcia insulinica
periférica, insensibilidade a insulina, reducdo da funcdo ou faléncia das células beta
pancreaticas (MENEGUIN et al., 2021).

Os polissacarideos fungicos podem exibir potencial hipoglicémico regulando os niveis
séricos de glicose (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE,
2017; YADAV; NEGI, 2021). Uma das estratégias utilizadas para o controle da diabetes e da
obesidade é limitar a absorcédo da glicose ao utilizar polissacarideos na inibicdo das enzimas
a-amilase e da a-glucosidase, responsaveis pela hidrélise de aglcares complexos na boca e no
instestino (STOJKOVIC et al., 2019). Aléem disso, polissacarideos podem modular a
microbiota intestinal, promovendo o crescimento de bactérias benéficas. O metabolismo
destas bactérias produzem substancias importantes que melhoram a disfuncdo da barreira
intestinal, reduzindo a inflamacdo, regulando o metabolismo de lipidios e controlando os
niveis de aclcar do sangue (LIANG et al., 2021).

Polissacarideos de Lentinus edodes foram estudados quanto a atividade de inibicdo da
a-glucosidase, a formagdo de produtos finais de glicagdo avangada (AGEs) e danos induzidos
por glicose elevada as células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS). Os resultados
revelaram que o polissacarideo atua via inibicdo reversivel do tipo mista da atividade da

enzima a-glucosidase. Na concentragdo 2,7 mM, a taxa de inibicdo foi de 34,38%. Além
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disso, o estudo mostrou que o polissacarideo apresentou atividade anti-glicacéo e inibi¢do da
toxicidade da glicose em HUVECs (CAOQ et al., 2020).

Em outro estudo, foram investigados os impactos da digestdo gastrointestinal do
polissacarideo de Inonotus obliquus (UIOPS-1) in vitro correlacionando com suas atividades
bioldgicas. Os resultados mostraram que, apds a digestdo gastrointestinal simulada (fase
salivar, fase gastrica e fase intestinal), o polissacarideo foi degradado, possivelmente devido a
ruptura de agregados e quebra de ligacBes glicosidias, modificando a sua estrutura e a
atividade de UIOPS-1. Apos a digestdo gastrica de UIOPS-1 houve aumento significativo das
atividades antioxidantes e inibitorias das enzimas o-amilase e a-glucosidase, indicando um

controle da hiperglicemia pds-prandial (WANG et al., 2018a).

6.4 Outras atividades bioldgicas

Polissacarideos sdo amplamente estudados quanto ao poder de eliminagéo de radicais
livres e consequente atividade antioxidante (MAITY et al., 2021b). As células do corpo
sofrem estresse diario sendo constatemente expostas as espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
¢ espécies reativas de nitrogénio (ERN’s), conhecidas como radicais livres, que séo formadas
como subprodutos de processos bioldgicos. Quando em equilibrio, os radicais livres
apresentam papeis benéficos para o organismo ao participar da homeostase celular (LI et al.,
2021b). A presenca excessiva desses radicais, incluindo hidroxilas e anions peroxidos, esta
diretamente relacionada ao desenvolvimento de vérias patologias, como alzheimer, isquemia
cerebral, diabetes, aterosclerose, inflamacdo e cancer (CHEN et al., 2012; MAITY et al.,
2021b). Em organismos saudaveis hd a capacidade de reparo maior do dano oxidativo
causado pelos radicais livres, com a acdo de antioxidantes enddgenos (YADAYV; NEGI,
2021).

A deterioracdo dos alimentos também esta relacionada aos danos causados pelos
radicais livres, processo conhecido como oxidacdo, que reduz a vida Gtil dos produtos
alimentares e € um problema comum na industria de alimentos (NIRMALA et al., 2018). A
utilizacdo de antioxidantes sintéticos possui potencial risco para a saide humana. A utilizacédo
de polissacarideos como sequestradores de radicais livres tem se mostrado uma alternativa
viavel para solucionar esse problema. A capacidade aprimorada de doar hidrogénio esta
diretamente relacionada ao alto teor de &cido urbnico ndo metilado e aos grupos hidroxila
presentes nos polissacarideos (DE ALMEIDA; DA SILVA, 2021).
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O polissacarideo PS2-1 do fungo Penicillium sp. F23-2, apresentou propriedade
antioxidante superior, em relacdo as outras fracGes polissacaridicas obtidas deste fungo,
sugerindo-se relacdo entre a maior atividade e ao seu peso molecular relativamente baixo e a
presenca de &cido glucurénico. O potencial antioxidante possivelmente relaciona-se a
capacidade do polissacarideo em doar hidrogénio dos seus grupamentos hidroxilas,
estabilizando o radical da reagdo (SUN et al., 2009). Um manoglucano de Aspergillus
versicolor LCJ-5-4, peso molecular de cerca de 7000 Da, demonstrou potencial antioxidante
ao se ligar aos radicais hidroxila, 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e superoxido encerrando
a reacdo em cadeia destes radicais (CHEN et al., 2012).

As atividades antioxidantes e hepatoprotetoras de dois polissacarideos (RVLWP e
RVLAP) obtidos de Russula vinosa foram relatadas. O estudo baseou-se na utilizagdo dos
polissacarideos para limitar a lesdo oxidativa do tecido e, portanto, prevenir a progressao da
doenca hepatica atraves do emprego de defesa antioxidante. O potencial antioxidante in vitro
demonstrou a capacidade dos polissacarideos em atuar como doadores de hidrogénio capaz de
estabilizar e interromper as reacOes em cadeia dos radicais livres. Na atividade
hepatoprotetora in vivo, a administracdo dos polissacarideos preveniu a elevacdo da atividade
de marcadores hepaticos, sugerindo que RVLWP e RVLAP protegem o figado de danos
hepaticos induzidos através de mecanismos antioxidantes (LIU et al., 2014). Um
galactoglucano solivel em agua isolado de P. djamor também foi relatado por apresentar
potencial antioxidante, a partir da doacdo de elétrons para os radicais livres reativos,
convertendo-0s em espécies ndo reativas mais estaveis e encerrando a reacdo em cadeia destes
radicais livres (MAITY et al., 2021a).

O cancer é uma das doencas que mais afeta a expectativa de vida humana, e as opcdes
terapéuticas (quimioterapia e imunoterapia), quando associadas, podem gerar resultados
positivos para o paciente (DE ALMEIDA; DA SILVA, 2021). A literatura tem demonstrado a
utilizacdo promissora de polissacarideos nessa perspectiva, devido a sua capacidade
antitumoral (MAITY et al., 2021b). O potencial antitumoral dos polissacarideos pode ser
mediado por citotoxicidade direta, aumento da imunidade e efeitos sinérgicos no tratamento
combinado com drogas anticancer convencionais (WANG et al., 2021). A injecdo peritoneal
de lentinano, um polissacarideo isolado do cogumelo shiitake, por exemplo, €é utilizada no
Japdo desde 1985, como auxiliar no tratamento para cancer. Ensaios clinicos demostraram
que este polissacarideo reduz os efeitos colaterais da quimioterapia e melhora a sobrevida e a
qualidade de vida em pacientes com cancer (DUMLUPINAR, 2021).
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Na maioria dos estudos, a atividade antitumoral dos polissacarideos ocorre de forma
indireta, através do desencadeamento da resposta imune defensiva do organismo hospedeiro e
ndo pelo ataque direto as células cancerosas (CHAKRABORTY et al., 2019; WANG et al.,
2021). Tais efeitos antitumorais sdo gerados a partir do acionamento do sistema imunoldgico,
via estimulacdo de células NK, células T, células B e células imunes (MAITY et al., 2021b).

O (1—3)-p-D-glucano de P. djamor demonstrou efeito citotdxico especifico, contra
células PAL de carcinoma de ovario, destruindo quase todas as células PA1 na concentracdo
de 250 pg/mL e com atividade antiproliferativa significativa contra 0 carcinoma de ovario,
além disso, ndo demonstrou toxicidade contra células saudaveis do tipo HEK293 (MAITY et
al., 2019). O polissacarideo de Boletus edulis (BEP), ao ser administrado em camundongos
portadores de tumor Renca, inibiu o crescimento da massa tumoral, estimulou a proliferacéo
de esplendcitos, aumentou as atividades das células NK no bagco e promoveu a secrecdo das
citocinas IL-2 e TNF-a, demonstrando atividades antitumoral e imunomoduladora no cancer
renal em camundongos (WANG et al., 2014).

A atividade antitumoral in vivo de um hetereglucano extraido de P. citrinopileatus foi
avaliada e na concentracdo de 300mg/kg demonstrou uma taxa de inibi¢do tumoral de 61,30%
do crescimento de células de hepatoma H22, com a inducdo da apoptose. Além disso, 0s
camundongos portadores do tumor H22, que foram tratados com o polissacarideo,
apresentaram aumento de imunidade (WANG et al., 2021). O polissacarideo extracelular de
Aspergillus terreus (AP2A) apresentou potencial antiproliferativo in vitro em células Hela e
MCF-7 de maneira dose e tempo dependentes. O polissacarideo agiu a partir da interrupgéo
do ciclo celular na fase G2/M das células HeLa. Alem disso, o estudo também indicou que o
AP2A induz a apoptose de células HeLa (LI et al., 2016).

Dois heteropolissacarideos hidrossoliveis (RVP-1 e RVP-2) obtidos de R. virescens
suprimiram a proliferacdo de células cancerosas HepG-2, A549 e MCF-7 e ativaram células
de macréfago RAW 264.7 aumentando a capacidade das células imunes de fagocitar
moléculas grandes e secretar 6xido nitrico e citocinas, mediando assim a resposta imune
celular (LI et al., 2021c). O polissacarideo de Ganoderma lucidum (GLP) mostrou atividade
contra a inflamacdo em camundongos ao diminuir a colite induzida e diminuiu ainda, a
tumorigénese manifestada por uma reducédo significativa do indice de atividade da doenca,
numero total e tamanho dos tumores. Além disso, 0 GLP melhorou a dishiose da microbiota,
indicando ser um prebidtico promissor, auxiliando no tratamento do cancer colorretal (GUO
etal., 2021).
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No que se refere a atividade antiviral, um heteropolissacarideo obtido de micélios de
G. frondosa foi estudado quanto ao seu potencial. Os resultados demonstraram que este
polissacarideo € eficaz na inibicdo da replicacdo do Enterovirus 71 (EV71) em células
infectadas (ZHAO et al., 2016). Polissacarideos fungicos ndo digeriveis funcionam como
prebiotico (YADAV; NEGI, 2021), regulando a microbiota intestinal, aumentando o
crescimento de bactérias benéficas e, consequentemente, podendo evitar a infeccdo viral
(KUMAR; AUROSHREE; MISHRA, 2016).



36

CAPITULO Il

Otimizacao da extracdo, caracterizacao e atividade imunomoduladora do polissacarideo

de parede celular de Pleurotus djamor CCMB 366

Revista: Carbohydrate Polymers

Guia para autores: https://www.elsevier.com/journals/carbohydrate-polymers/0144-
8617/guide-for-authors



37

Otimizagéo da extracdo, caracterizacao e atividade imunomoduladora do polissacarideo

de parede celular de Pleurotus djamor CCMB 366

Tatilla Putumuju Santana Mendes!, Pamala Evelin Pires Cedro!, Alana Caise dos Anjos
Miranda®, Lorena Lobo Brito Morbeck?, Gildomar Lima Valasques Junior!
! Departamento de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), Avenida José Moreira Sobrinho, Jequié 45208-091, BA, Brazil
2 Instituto Multidisciplinar em Salde, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Rua Rio de
Contas, Vitdria da Conquista 45029-094, BA, Brazil

RESUMO

Os polissacarideos estdo entre os principais constituintes da parede celular dos cogumelos. O
potencial farmacologico dessas biomoléculas conduz a busca pela compreensdo de suas
estruturas. O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo de polissacarideo da parede
celular de Pleurotus djamor CCMB 366, caracterizar e investigar sua atividade
imunomoduladora. Para otimizar a extracdo foi utilizada a Metodologia de Superficie de
Resposta, utilizando o delineamento de Box-Behnken, no qual foi observado maior
rendimento de polissacarideo quando a extragdo ocorreu sob temperatura, tempo de extracéo e
pH equivalentes a 90°C, 180 minutos e 13, respectivamente. Para a andlise de atividade
imunomoduladora do polissacarideo, foram utilizados macréfagos peritoneais murinos
ativados por lipopolissacarideos ou pelo polissacarideo em estudo, e a quantificacdo das
citocinas TNF-a e IL-lo. foi determinada através de ensaios de ELISA. Os resultados
demonstraram que o polissacarideo isolado de Pleurotus djamor CCMB 366 € capaz de
estimular os macrofagos ao aumentar a secrecdo das citocinas pré-inflamatorias TNF-o e IL-
la. Portanto, o polissacarideo de parede celular de P. djamor CCMB 366 possui propriedade
imunoestimulante, tendo um potencial a ser aplicado como coadjuvante em tratamentos de
doencas que requerem estimulacéo do sistema imunoldgico, como por exemplo, infec¢bes que
ndo repondem aos antimicrobianos tradicionais, como também alguns tipos de células

tumorais.

Palavras-chave: Metodologia de Superficie de Resposta; Interleucinas; Macrofagos.
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1 Introdugéo

Os cogumelos do género Pleurotus spp. estdo entre 0os mais consumidos no mundo
(GUNASEKARAN; GOVINDAN; RAMANI, 2021b). Esse género é representado por mais
de 200 espécies, algumas destas sdo valorizadas por suas propriedades gastronémicas, como
sabor, odor e valor nutracéutico, a exemplo do cogumelo ostra (P. ostreatus) (CARRASCO-
GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017).

Além de seu valor na gastronomia, algumas espécies de Pleurotus spp. possuem
propriedades  antidiabéticas,  hepatoprotetoras, anticolesterolémicas, antioxidantes,
antimicrobianas e imunomoduladoras (CALDAS; ZIED; SARTORELLI, 2022; YIN et al.,
2021b). O potencial medicinal do género advem de seus metabdlitos primarios e secundarios
(BELLETTINI et al., 2019). Muito deste potencial é devido aos polissacarideos presentes em
sua estrutura, resultante do metabolismo primério fungico (CALDAS; ZIED; SARTORELLI,
2022). Pesquisas recentes avaliam as estruturas quimicas e as atividades bioldgicas dos
polissacarideos de cerca de 20 espécies de Pleurotus spp. (YIN et al., 2021b), dentre elas P.
djamor (MAITY etal., 2021a).

As propriedades imunomoduladoras dos polissacarideos foram descobertas entre 0s
anos 1970 e 1980. Polissacarideos imunomoduladores possuem influéncia tanto no sistema
inato quanto no sistema adaptativo, modificando a reacdo imunoldgica de tal maneira que o
sistema do individuo reage adequadamente contra células invasoras (SINDHU et al., 2021).
Portanto, sdo conhecidos como modificadores da resposta bioldgica. Os B-glucanos sdo mais
conhecidos por possuirem atividade imunomoduladora, porém heteroglucanos também
demostram potencial (YAN et al., 2019).

A via de ativacdo do sistema imunoldgico via polissacarideos ocorre por mediacdo de
receptores na parede celular que fazem o reconhecimento bioquimico especifico e definem o
tipo de resposta celular. Devido ao elevado peso molecular, os polissacarideos ndo podem
entrar diretamente nas células (YIN et al., 2021b). As células de defesa inata sdo os principais
alvos para o acoplamento e sinalizacdo bioquimica entre polissacarideos e proteinas
especificas da parede celular ou do interior da célula, sendo que a atividade
imunoestimuladora de polissacarideos € referida principalmente a partir da funcdo dos
macréfagos (RODRIGUES BARBOSA et al., 2020).

Em trabalho realizado por Xu et al., (2016), um polissacarideo de parede celular de
Pleurotus eryngii foi isolado e sua atividade imunomoduladora foi estudada. Os testes

indicaram que o polissacarideo induziu a liberacdo, pelos macrofagos, de fatores de atividade
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imune, como oxido nitrico, TNF-a, IL-1 e IL-6 através da ativacao de proteinas sinalizadoras,
indicando que esse polissacarideo possui atividade imunorreguladora.

Em estudo que visou avaliar atividade imunomoduladora de polissacarideo de parede
celular de cogumelo Pleurotus sajor-caju também apresentou resultados promissores. O
polissacarideo induziu os macrofagos a produzirem éxido nitrico e as citocinas TNF-, IL-1,
demonstrando efeito imunoestimulatério (CARBONERO et al., 2012). Estudos que
investigaram atividade imunomoduladora de polissacarideos de parede celular de cogumelos
do género Pleurotus spp. sdo escassos € nenhum estudo com o polissacarideo de parede
celular de P. djamor foi observado com essa finalidade.

O polissacarideo de parede celular do cogumelo comestivel P. djamor apresenta
potencial farmacoldgico. Portanto, este trabalho visa otimizar a extracdo de polissacarideo de
P. djamor, bem como a caracterizacdo deste polissacarideo e a avaliacdo da sua atividade

imunomoduladora a fim de demostrar seu potencial terapéutico.

2 Materiais e Métodos

2.1 Condicdes de cultivo de P. djamor CCMB 366

A cepa de P. djamor CCMB 366 foi cedida pela Colecdo de Culturas de
Microrganismos da Bahia (CCMB, Feira de Santana, Brasil). Para reativacdo do fungo foi
realizado o indculo em placa de petri contendo meio de cultivo agar batata dextrose (BDA)
durante 7 dias a temperatura de 28°C (BOD SL200/90 Incubadora- SOLAB). O in6culo em
meio liquido foi realizado utilizando frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de meio
composto de: 10gL™* de glicose, 5 gL de peptona, 3gL™* de extrato de levedura e 3gL™ de
extrato de malte. Cada erlenmeyer foi inoculado com trés discos de agar, com 1,5 cm de
didmetro cada, correspondendo a aproximadamente 10’ UFC de P. djamor CCMB 366. O
cultivo submerso foi realizado a 150 rpm, 30°C e durante 5 dias em um agitador rotativo
(Incubadora shaker SL 222, SOLAB). O meio liquido contendo a biomassa P. djamor CCMB
366 cultivado foi filtrado a vacuo (bomba de filtro de vacuo TE-0582, TECNAL). A biomassa

fangica seca obtida foi utilizada para a extracdo dos polissacarideos de parede celular.



40

2.2 Planejamento experimental da extracdo de polissacarideo da parede celular
de P. djamor CCMB 366

Os polissacarideos de parede celular foram obtidos a partir de um planejamento
experimental em que foram utilizadas solu¢Bes de hidroxido de sodio em diferentes
concentragdes, sob diferentes temperaturas e tempos de extracdo a partir da biomassa fungica
previamente seca em estufa a 50°C. O planejamento experimental Box-Behnken (BOX;
BEHNKEN, 1960) foi aplicado para observar a influéncia das variaveis independentes:
temperatura (°C), tempo de extracdo (minutos) e pH, na extracdo dos polissacarideos de
parede celular. Todas as variaveis foram estudadas em 3 niveis e foram realizadas trés
repeticbes do ponto central (C), totalizando 15 ensaios experimentais. Os pontos de
temperatura avaliados foram 70, 80 e 90°C, o tempo em 60, 120 e 180 minutos e o pH foi de
11, 12 e 13 (VALASQUES et al., 2014). Para cada ensaio experimental foi utilizado 0,65g de
biomassa flngica seca e 32,5 mL de solucdo de hidroxido de sodio com pH, temperatura e
tempo de extracdo correspondentes ao planejamento experimental. Posteriormente, a
suspensdo de cada ensaio foi centrifugada (Modelo 206 BL-EXCELSA) a 8.000 g durante 15
min. Ao sobrenadante foram adicionados etanol absoluto (trés vezes o volume inicial),
agitado e mantido por 12 horas a 4°C. A suspensdo hidroalcodlica obtida contendo os
polissacarideos foi centrifugada a 8.000 g durante 15 min. O precipitado contendo o
polissacarideo foi preservado e o sobrenadante foi descartado. O polissacarideo bruto foi seco
a 50°C até peso constante (DONG et al., 2009). Como resultado, foi observado o rendimento
em massa (gramas) da extracao de polissacarideo, para cada 0,65¢g de biomassa bruta, em cada
um dos quinze ensaios. O teor de polissacarideos foi determinado pelo método fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

2.3 Caracterizacao quimica do polissacarideo

2.3.1 Peso molecular médio (PM) e grau de polimerizacdo (GP)

Através da medida do valor do acucar redutor, utilizando o método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) e do valor de acUcar total, pelo método do fenol-
acido sulfarico (DUBOIS et al., 1956), foi possivel determinar o Peso Molecular (PM) e Grau
de Polimerizacdo (GP) dos polissacarideos de parede celular. Para a determinacéo foi aplicada
a formula descrita por Vettori, Franchetti & Contiero (2012): GP = [(carboidratos totais em pg
de D-glicose) / (valor de reducao em pg de maltose)] x 1.9; PM = [(GP) x 162] + 18.
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2.3.2 Determinacéo da proteina total na amostra

A concentracdo de proteina total presente na amostra foi determinada a partir do
método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
padréo.

2.3.3 Anélise de espectroscopia no infravermelho

O polissacarideo foi caracterizado utilizando espectrdmetro de Infravermelho (IR)
com transformadas de Fourier (modelo Varian Inova 500). O polimero seco foi moido e
pressionado em pellets para medicdo espectral FT-IR na faixa de freqiiéncia de 4000-500cm?,
com 20 varreduras.

2.3.4 Anélise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A amostra foi diluida em agua deuterada (D20) e transferida para um tubo de RMN
que foi inserido em espectrometro (Varian Inova 500) operando em 11,7 T. As anélises foram
realizadas observando o *H a 500 MHz e o *C a 125 MHz e utilizando sonda de deteccio
direta. Os espectros foram registrados a 340 K. Foi empregado o Tetrametilsilano (TMS)

como referéncia de desvio quimico.

2.4 Bioensaio

2.4.1 Animais

Camundongos machos Balb-C (20-30g) foram mantidos no biotério do Instituto
Multidisciplinar em Saude, Campus Anisio Teixeira da Universidade Federal da Bahia em
ciclo claro-escuro (12 horas), a temperatura de 23+2°C, umidade relativa entre 30 e 70%,
sendo permitido livre acesso a comida (Labina®, Purina) e agua. Para realizacdo dos
experimentos em modelo animal, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal da Bahia, Campus Anisio Teixeira,
(Protocolo 077/2019). Os animais foram homogeneamente distribuidos entre 0s grupos
controle positivo (6 animais), controle negativo (6 animais) e grupos teste (6 animais para
cada dose). Todos os animais utilizados foram aclimatados no laboratorio pelo menos uma
hora antes dos testes, realizados na fase clara do ciclo. O numero de animais e a intensidade
dos estimulos utilizados foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente

o efeito dos tratamentos.
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2.4.2 Teste de Atividade Imunomoduladora

2.4.2.1 Isolamento de Macrofagos

Para a obtencdo dos macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos, foram
injetados 2 mL de tioglicolato 3% no peritdnio dos animais para estimular a migracdo de
macrofagos. Apo6s 72h os camundongos foram eutanasiados e 5 mL de meio RPMI foram
injetados na cavidade peritoneal. O local foi brevemente massageado e o fluido foi recolhido
com uma seringa. Essa suspensao celular foi centrifugada em 1500 rpm durante 8 minutos, e
descartou-se o sobrenadante. O pellet (células) foi lavado com meio RPMI, e novamente foi
centrifugado e o sobrenadante descartado. A ressuspensdo das células foi realizada em meio
RPMI previamente suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e contendo
ciprofloxacina 50 pg/mL. A contagem de celulas foi feita em cdmara de Neubauer a fim de
obter uma densidade de 10° células por pogo em placas de cultura celular de 24 pogos. As
culturas foram colocadas em estufa de CO», a 37°C durante 3 horas para aderéncia dos
macrdfagos a placa. O meio de cultura foi retirado da placa e as células foram lavadas duas
vezes para eliminar as ndo aderidas, como hemacias e linfocitos. Apds a lavagem, adicionou-
se um novo meio RPMI com 10% de SFB contendo antibiotico, e as placas de cultura foram

incubadas em estufa de CO, a 37°C, até 0 momento do uso.

2.4.2.2 Estimulacéo de macréfagos

As celulas foram tratadas com diferentes concentracGes do polissacarideo de parede
celular P. djamor CCMB 366 (25, 50, 100, 200 pg/mL) ou com o estimulante
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, controle positivo sem a adicdo do
polissacarideo. No controle negativo as células foram tratadas com solucdo salina tampé&o
fosfato (PBS). O experimento foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas em
estufa de CO», a 37°C, por 24h.

2.4.2.3 Quantificacdo de citocinas por ELISA
A IL-1a 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 resultados foram expressos em pg/mL.

2.5 Analise estatistica
O tratamento estatistico foi realizado com auxilio do software Statistica® versdo 7,

incluindo a analise de variancia (ANOVA). Todos os dados foram apresentados como média
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+ desvio padrdo (SD) com base nos experimentos independentes. As comparagdes multiplas
foram realizadas no software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, san Diego, CA-USA)
utilizando o teste paramétrico Anova, seguido pelo pos-teste Bonferroni. As diferencas foram
consideradas significativas para p <0,05.

3 Resultados e Discusséo

3.1. Delineamento experimental Box-Behnken para extracdo de polissacarideos

de parede celular de P. djamor CCMB 366

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é de uma técnica matematica e
estatistica que visa auxiliar no planejamento de experimentos, na construcdo dos modelos, na
investigacdo da melhor condicdo de fatores para obtencdo das respostas desejadas e na
avaliacdo dos efeitos desses fatores (BOX; BEHNKEN, 1960). O tipo de delineamento de
Box-Behnken, que foi aplicado neste estudo, possui enquanto vantagem, a reducdo do nimero
de ensaios em um estudo com um maior numero de fatores. Apesar dessa vantagem este tipo
de planejamento apresenta a desvantagem de ndo testar condi¢cdes experimentais extremas
(NOVAES et al., 2017).

O delineamento experimental Box-Behnken foi aplicado para ajustar uma superficie
de resposta aos dados obtidos. A triplicata do ponto central permitiu a estimativa do erro puro
e os tratamentos experimentais foram variados aleatoriamente para detectar a presenca de
possiveis erros sistematicos, totalizando quinze ensaios experimentais. A variacdo do
rendimento em massa de polissacarideo do P. djamor CCMB 366 obtida a partir de 0,65¢g de
biomassa bruta, sob diferentes condi¢cdes de extracdo (pH, temperatura e tempo de extracéo)

esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Planejamento Box-Behnken aplicado na otimizacdo da extracdo de polissacarideo
de P. djamor CCMB 366.

Rendimento Rendimento

Temperatura  Tempo observado predito (Q)

Experimento pH

(°C) (min.) ()
1 11 (-1) 90 (+1) 120(0) 0,0013 0,001300
2 12 (0) 90 (+1) 60(-1) 0,0019 0,001344
3 12 (0) 90 (+1) 180(+1) 0,0031 0,002919
4 13 (+1) 90 (+1) 120(0) 0,0068 0,007538
5 11 (-1) 80 (0) 60(-1) 0,0005 0,001056
6 11 (-1) 80 (0) 180(+1) 0,0004 0,000581
7C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,0005 0,001100
8C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,0005 0,001100
9C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,0023 0,001100
10 13 (+1) 80 (0) 60(-1) 0,0066 0,006419
11 13 (+1) 80 (0) 180(+1) 0,0096 0,009044
12 11 (-1) 70 (-1) 120(0) 0,0001 0,000000
13 12 (0) 70 (-1) 60(-1) 0,0004 0,000581
14 12 (0) 70 (-1) 180(+1) 0,0006 0,001156
15 13 (+1) 70 (-1) 120(0) 0,0041 0,001300

(C): ponto central; Os valores codificados sdo apresentados em parénteses conforme
descrito no modelo Box-Behnken.

O contraste entre os rendimentos observados e preditos, demonstram que a variancia

residual é suficientemente pequena com o modelo aplicado (Figura 1).
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Figura 1. Relacdo entre valores observados e valores preditos obtidos na otimizagdo da

extracdo de polissacarideo de P. djamor CCMB 366.
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Nota-se que os pontos (Figura 1) encontram-se localizados proximos e ao longo de
uma reta de tendéncia, o que indica que os componentes de erro do modelo proposto seguem
uma distribuicdo normal para a resposta rendimento(g), sendo assim, o modelo apresentou
baixo erro experimental.

A partir dos rendimentos encontrados no conjunto de dados experimentais foi possivel
realizar a analise de variancia (ANOVA) descrita na Tabela 2. A ANOVA € uma ferramenta
que permite a avaliacdo da significancia da regressdo usada e a qualidade de seu ajuste as
respostas.

Tabela 2. Analise de variancias no modelo de regresséo para otimizacdo de polissacarideos
obtidos do P. djamor CCMB 366.

Fonte de

varia(;éo SQ Gl MQ Fcalculado Ftabelado R2
Regressao 0,000114 9 1,26574E-05 9,520413 4,7724
Residuo 0,000007 5 1,3295E-06
Falta de
ajuste 0,000004 3 0,000001 1,385031 19,1642 0,945
Puro erro 0,000002 2 0,000001
SQ total 0,000121 14

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Media quadratica

Através da distribuicio de Fisher (teste F) e pelo coeficiente de determinacgdo R? a
adequacdo do modelo foi verificada. A analise de variancia indicou que este modelo esta bem
ajustado, ndo apresentando falta de ajuste (Fcatculado < Ftabelado), COM iSS0, 0s resultados obtidos
ndo sdo de ordem aleatdria. O teste F para regressdo se mostrou significatico com um Fcaiculado
> Fubelado. O R? obtido foi equivalente a 0,94, o que significa que 94% dos resultados
encontrados podem ser explicados pelo modelo experimental que foi aplicado.

Os dados obtidos indicam que o tratamento estatistico foi representativo e que 0s
resultados obtidos sdo confidveis. Sendo assim, as condi¢Bes otimizadas podem ser aplicadas
para extracdo de polissacarideos de P. djamor CCMB 366 em maior escala.

Os gréficos (Figuras 2 e 3) construidos relacionam as variaveis estudadas e seus
respectivos rendimentos (Tabela 1). Assim, as condicGes ideais para obtencdo de
polissacarideo de parede celular deste fungo, a partir do modelo estudado, tendenciam para
valores de 13, 90°C e 180 minutos para pH, temperatura e tempo de extragéo,

respectivamente.
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Figura 2. Gréficos de superficie de resposta da otimizacdo da extracdo de polissacarideos de

P. djamor CCMB 366. (A): pH e Temperatura. (B): Tempo e Temperatura. (C): Tempo e pH.
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A partir da analise das Figuras 2 e 3 infere-se que o pH €é a varidvel que mais
influencia no rendimento dos polissacarideos extraidos da parede celular de P. djamor CCMB
366. Na regido experimental, o pH 13 foi 0 que mais influenciou na resposta. A extragédo
alcalina causa a destruicdo da parede celular do fungo facilitando a liberagdo do
polissacarideo durante o processo (LEONG; YANG; CHANG, 2021).

A equacdo que descreve o comportamento da resposta do polissacarideo extraido de P.
djamor CCMB 366 em funcéo das varidveis esta descrita na Equacéo 1.

Massa do Polissacarideo (g) = 0,00110 + 0,00620pH + 0,00475pH? + 0,00198T — 0,00080T?2
+0,00108t + 0,00160t + 0,00075(pH)(T) + 0,00155(pH)(t) + 0,0005(T)(t) (Equacio 1)
(T): Temperatura (°C) (t): Tempo (horas)

As variaveis pH, temperatura e tempo de extracdo sdo utilizadas com base nos
procedimentos utilizados na extracdo de polissacarideo e foram aplicadas em outros
experimentos que visavam a otimizacdo da extracdo de polissacarideos fangicos (LIU et al.,
2018; VALASQUES et al., 2014). A obtencdo do polissacarideo de parede celular de P.
djamor CCMB 366 utilizado para os demais experimentos, foi realizada utilizando os valores
Otimos encontrados para as variaveis estudadas (pH, temperatura e tempo de extracdo). O

rendimento maximo observado, utilizando as condi¢des otimizadas, foi equivalente a 7.93%.

3.2 Peso molecular médio (PM) e grau de polimerizacédo (GP)
Através dos resultados de acucares totais e redutores da amostra foi possivel
determinar que os valores para peso molecular e o grau de polimerizacao do polissacarideo de

parede celular estudado correspondem a 14,9 x 10* Da e 919, respectivamente.

3.3 Determinacdo da concentracéo de proteinas
A anélise pelo método de Bradford (1976) para teor de proteina total demonstrou que a
amostra do polissacarideo consistiu em 0,45% de proteina, indicando assim que é composta

predominantemente por polissacarideo.
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3.4 Caracterizacgéo do polissacarideo obtido de P. djamor CCMB 366

3.4.1 Anélise de espectroscopia no infravermelho

Os principais grupos funcionais do polissacarideo foram identificados por
espectroscopia FT-IR e estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Espectro FT-IR de polissacarideo obtido da parede celular de P. djamor CCMB
366.

Os sinais entre 2500-3700 cm™® e 900-1700 cm™ sdo bandas de absorcgdo
caracteristicos de polissacarideos (LI et al., 2021c). A banda larga forte e caracteristica em
torno de 3444 cm™ esta relacionada a vibragdes O-H (estiramento) (GUNASEKARAN;
GOVINDAN; RAMANI, 2021b). A banda em em torno de 2924 cm™ estd associado a
vibracdo da ligacdo simples C-H (estiramento) (LI et al., 2021b). A banda observada em torno
de 1647 cm™ corresponde a vibragdo de estiramento assimétrico da ligagdo C-O (WANG et
al., 2021). As bandas na regido entre 1400-1200 cm™ sdo atribuidas as vibracdes de angulo
variavel de C-H ou as vibragdes de estiramento simétrico de C-O em —COO (LI et al.,
2021c). Os sinais entre 1200 e 1000 cm™ sdo devido as vibragdes C-OH ou C-O-C
(estiramento). As bandas entre 700-500 cm™ podem estar relacionados & vibragdo do grupo
hidroxi envolvido em uma ligacdo de hidrogénio (GUNASEKARAN; GOVINDAN;
RAMANI, 2021a).
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3.4.2 Anélise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise por RMN foi empregada no auxilio da caracterizagdo estrutural de
polissacarideos. Os espectros de RMN 'H e *C do polissacarideo de parede celular de P.
djamor CCMB 366 estéo apresentados na Figura 5.

17785
—176.27
—170.09
—10553
~-102.60

76

75

74

72

71

71

63

63
—0.00

180 160 140 120 100 80 60 40 20

o

—5.41
4.56
4.55
4.23

52
35
—0.00

L. Ln . -

LEAAALAARSE RARALEAASE SARALURAAS RAAALEAAAE BARALEAAAL RARALEAAAE SARALARAAL WAL LARARE R LA RARAL AR AL LALA RARA RAAS] R RAAA! AR RAAAY AR ML LLAM
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 3.0 25 2.0 15 10 05 0

SRR AR
55 50 45 4.0 35
Chemical Shift (ppm)

Figura 5. Espectro de RMN de polissacarideo isolado de Pleurotus djamor CCMB 366 (A)
RMN 2C. (B) RMN 'H

Os sinais quimicos presentes no espectro da Figura 5A apresentam caracteristicas de
polissacarideos. Os deslocamentos 6C105ppm e 6C102ppm sdo caracteristicos de ligacdes 3
de carbonos anoméricos, sugerindo assim a presenca de, pelo menos, 2 carbonos anoméricos

no polissacarideo isolado. Os deslocamentos em 87ppm e 83ppm sdo sugestivos de ligacdo



50

em carbono 3. Portanto, ¢ possivel que existam 2 monossacarideos de ligagdo do tipo B-
(1—-3). Os deslocamentos 6C 78,7 / 78,3ppm, 6C 77,7 / 76,2ppm, 6C 72,44 / 71, 7ppm e d6C
63,9 / 63,5ppm, podem ser atribuidos aos C-2, C-4, C-5 e C6 dos monossacarideos quem
compde o polissacarideo isolado de Pleurotus djamor CCMB 366. Em contrapartida, a analise
do espectro de 1H (Figura 5B) permite identificar um intenso sinal em 6H 5,4ppm, que pode
ser atribuido a sobreposicdo dos sinais dos hidrogénios anoméricos ligados aos carbonos em
dC 105 e oC 102ppm. Enquanto que, sinais entre 6H 3,35 ¢ 6H 4,56 correspondem aos
hidrogénios H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6.

Em estudo realizado por Maity et al. (2019) foi obtido um polissacarideo (1—3)-p-D-
glucano também de P. djamor, ao qual foi avaliada sua capacidade antitumoral através do
efeito citotoxico especifico, contra células PALl de carcinoma de ovério, destruindo quase
todas as celulas PAL e com atividade antiproliferativa significativa.

3.5 Atividade Imunomoduladora

Imunomoduladores sdo utilizados para estimulacéo, supressdao e modulacdo de todas
as caracteristicas do sistema imunolégico atraves das imunidades inata e adaptativa (SINDHU
et al., 2021). Uma das maneiras de avaliar o potencial imunomodulador de uma substéancia é
através da sua capacidade de ativar macréfagos a partir da secrecdo de citocinas. Os
resultados da quantificacéo das citocinas IL-1o. e TNF-a dosadas através de ensaio de ELISA,
apos tratamento de macréfagos murinos com polissacarideos de parede celular de P. djamor

CCMB 366, estdo apresentados a seguir na Figura 6.
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Figura 6. Secrecdo das citocinas IL-1a € TNF-a foram examinadas usando o ensaio ELISA.
O LPS foi utilizado como controle positivo e solugdo salina tampéo fosfato (PBS) como
controle negativo.



51

A partir da observacdo dos resultados, a ativagcdo dos macréfagos com secregdo de
TNF-a ocorreu de maneira dose-dependente do polissacarideo utilizado. Enquanto a secrecdo
de IL-1a pelos macréfagos foi mais expressiva quando o tratamento foi realizado na maior
concentracdo de polissacarideo (200 pg/mL).

A literatura relata que os polissacarideos de cogumelos séo reconhecidos pelo sistema
imunoldgico inato dos animais como moléculas estranhas. Sendo assim, os polissacarideos
sdo considerados padrdes moleculares associados a patdgenos classicos, estimulando o
sistema imunoldgico e consequentemente facilitando o reconhecimento e a resposta a um
patdégeno invasor (JANEWAY, 1992). Portanto, os polissacarideos exercem uma funcao
imurreguladora ao invés de uma ativacdo imune, ou seja, a interagdo com 0s receptores
correspondentes nas células imunes humanas atua como um possivel mecanismo de
estimulacgdo do sistema imunoldgico (KHAN et al., 2018).

Os macréfagos desempenham papel importante como uma das primeiras linhas de
defesa do sistema imunologico (YIN et al., 2021b). Quando ativados, os macrofagos séo
capazes de fagocitar e neutralizar substancias estranhas, microrganismos invasores e celulas
cancerosas através do aumento da liberagcdo de dxido nitrico, espécies reativas de oxigénio e
citocinas (YAN et al., 2019). As citocinas TNF-a e IL-1a sdo mediadores pro-inflamatorios
muito importantes que estdo relacionados com a liberacdo de outros mediadores pro-
inflamatorios (YADAV; NEGI, 2021).

Os resultados obtidos na Figura 6 demonstram que o polissacarideo de parede celular
de P. djamor CCMB 366 possui a capacidade de ativar macr6fagos com a secrecdo das
citocinas pro-inflamatdrias de maneira discreta. Assim, ha um potencial de estimulacdo do
sistema imunoldgico sem que haja uma resposta imune exarcebada. Estes resultados
demonstram que a utilizacdo deste polissacarideo regularmente enquanto nutracéutico possuli
potencial de prevencdo de patologias ao reforcar o sistema imune (KHAN et al., 2018).

A secrecdo de IL-10 também foi avaliada, porém ndo ocorreu secre¢do em nenhuma
concentracdo de polissacarideo adicionada. A citocina IL-10, entretanto, é anti-inflamatoria e
imunossupressora, age inibindo a a¢éo de outras citocinas (SINDHU et al., 2021).

A atividade imunomoduladora dos polissacarideos ocorre quando estes se ligam aos
receptores da membrana celular para desencadearem eventos intracelulares e,
consequentemente, uma resposta imune (YIN et al., 2021b). Na ativacdo dos macréfagos os
receptores Toll-like (TLRs) s&o os principais canais de sinalizacdo envolvidos, incluindo a via

do fator nuclear-kB (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKs). Estudos
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demonstraram que polissacarideos naturais podem ativar macrofagos por meio da ligacdo ao
receptor TLR2 (RODRIGUES BARBOSA et al., 2020). Porém, sdo necessarios mais estudos
para definir a via a qual o polissacarideo de parede celular de P. djamor CCMB 366 utiliza
para ativacdo dos macrofagos.

Nworu et al. (2015) estudaram a atividade imunomoduladora do extrato rico em B-D-
glucana do cogumelo Pleurutus tuberregium. A producdo de TNF-a por células RAW264.7
tratadas com o extrato polissacaridico de P. tuberregium, na maior concentragdo (100ug/mL),
foi em torno de 2000 pg/mL. Nessa mesma concentracdo o polissacarideo de P. djamor
estimulou a producdo de TNF-a em torno de 300 pg/mL, de maneira mais discreta. Porém no
estudo de Nworu et al. (2015) foi utilizado o extrato polissacaridico, o que pode esta
influenciando no resultado observado.

Em estudo realizado por Yan et al., (2019), um heterogalactano 3-O-metilado obtido
dos corpos de frutificagdo de Pleurotus eryngii demonstrou ativar macréfagos aumentando a
producdo de NO, TNF-a, IL-6 e IL-1B, bem como aumento da captacdo fagocitaria. No nivel
molecular, a ativacdo de macrofagos ocorreu atraves das vias de sinalizacgdo MAPK e NF-xB

usando o receptor TLR2.

4 Concluséo

Neste estudo, foi obtido um polissacarideo do tipo B-(1—3) da parede celular de P.
djamor CCMB 366, com peso molecular e o grau de polimerizacdo correspondentes a 14,9 x
10* Da e 919, respectivamente, e apresentando 0,45% de proteina.

A MSR foi empregada através do delineamento de Box-Behnken que se mostrou uma
ferramenta bem sucedida para otimizar a extracdo do polissacarideo de P. djamor. O
rendimento maximo observado, utilizando as condic¢des otimizadas, foi equivalente a 7,93%,
sob as variaveis de pH 13, temperatura de 90°C e 180 minutos de tempo extracao.

Nos estudos com macrofagos murinos, apos tratamento com polissacarideos de parede
celular de P. djamor CCMB 366, a ativacdo dos macrofagos aumentou a producdo das
citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-la. Os resultados sugerem que o polissacarideo
estudado possui um efeito imunoestimulante, embora mais estudos sejam necessarios para

uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos.
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CAPITULO I
Potencial hipoglicemiante, antinociceptiva e imunomoduladora do polissacarideo de

parede celular de Aspergillus niger ATCC 1004

Revista: Carbohydrate Polymers

Guia para autores: https://www.elsevier.com/journals/carbohydrate-polymers/0144-
8617/guide-for-authors
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Potencial hipoglicemiante, antinociceptiva e imunomoduladora de (1—3)(1—6)-§-
D-glucogalactano de parede celular de Aspergillus niger ATCC 1004

Tatilla Putumuju Santana Mendes!, Pamala Evelin Pires Cedro!, Alana Caise dos Anjos
Miranda®, Lorena Lobo Brito Morbeck?, Gildomar Lima Valasques Junior!
! Departamento de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
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2 Instituto Multidisciplinar em Salde, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Rua Rio de
Contas, Vitdria da Conquista 45029-094, BA, Brazil

RESUMO

Os polissacarideos de origem fungica sdo metabdlitos primarios que possuem potencial para
fins terapéuticos. Diversos estudos vém sendo realizados nos Gltimos anos visando explorar
esse potencial farmacoldgico. Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo avaliar as
atividades hipoglicemiante, antinociceptiva e imunomoduladora do (1—3)(1—6)-B-D-
glucogalactano isolado da parede celular do Aspergillus niger ATCC 1004. Os resultados
demonstraram que o polissacarideo apresentou a capacidade de inibir a enzima a-amilase de
maneira dose dependente, em que, na maior concentracdo estudada, houve 53,7% de inibic&o.
O resultado para o teste antinociceptivo utilizando o modelo de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, demonstrou reducdo dose dependente significativa das respostas
nociceptivas a estimulos inflamatérios induzidos por acido acético. A resposta antinociceptiva
do polissacarideo isolado da parede celular do A. niger ATCC 1004 foi superior ao controle
positivo em todas as doses estudadas. A ativacdo dos macréfagos murinos com consequente
secrecdo das citocinas pro-inflamatérias IL-13 e TNF-a demonstra 0 potencial de
imunoestimulacéo induzida pelo polissacarideo estudado. Sendo assim, 0 (1—3)(1—6)-p-D-
glucogalactano isolado de parede celular de A. Niger ATCC 1004 demonstrou ser promissor
quanto ao potencial hipoglicemiante e imunomodulador in vitro, como também, ao potencial
antinociceptivo in vivo.

Palavras-chave: Polissacarideo. Imunomodulador. Hipoglicemiante. Antinocicepcao.

1 Introducao

Os fungos sdo os organismos mais abundantes do planeta (LI et al., 2021d).
Conhecidos desde os tempos antigos, os fungos eram usados como fermentadores e como
alimentos. Diversas pesquisas micolégicas demonstram diferentes aplicagdes a partir da

utilizacdo de seus metabolitos primérios e secundarios (LIM et al., 2020).
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Os metabolitos obtidos dos fungos sdo diversos, como acidos organicos, alcaldides,
terpendides, esterdides, enzimas e polissacarideos. A utilizacdo destes metabdlitos contempla
uma ampla variedade de industrias, incluindo cosméticas, alimentos e farmacéuticas (VIEIRA
GOMES et al., 2019). A producdo de metabolitos primarios e secundérios derivados de
fungos pode ser ampliada para escala industrial com custos de producgéo relativamente baixos
em comparagdo com o desenvolvimento de drogas sintéticas (TAKAHASHI et al., 2021).

Os polissacarideos, obtidos a partir do metabolismo primario dos fungos, sao
carboidratos de relativa complexidade. Sdo considerados como 0s primeiros biopolimeros a
serem formados na Terra (MAITY et al., 2021b) e sdo a substancia bi6tica mais abundante
presente na biosfera (SINDHU et al., 2021). Os polissacarideos apresentam diferencas
estruturais caracteristicas que sdo importantes para as aplicacdes e respostas bioldgicas que
apresentam (GUNASEKARAN; GOVINDAN; RAMANI, 2021a). Distintas atividades
bioldgicas séo atribuidas aos polissacarideos obtidos de fungos, como antioxidante (MAITY
et al., 2021a), antitumoral (WANG et al., 2021), antinociceptiva (ABREU et al., 2019),
hipoglicemiante (CAO et al., 2020) e imunomoduladora (LIU et al., 2020).

O Aspergillus niger é um fungo conhecido por infectar humanos e plantas (DESVITA
et al., 2022). No entanto, fungos do género Aspergillus integram um grupo de microrganismos
industrialmente importante. O Aspergillus niger possui metabdlitos reconhecidos como
seguros nas industrias alimenticia e farmacéutica (GERMEC; TURHAN, 2020). Diversos
estudos sdo realizados com o A. niger valendo-se do seu potencial biotecnologico (BAI et al.,
2022; JIANG et al., 2022; PRIYANKA; LENS, 2022). No entanto, a maioria dos trabalhos
correlacionam a utilizacdo do A. niger para producdo de enzimas, havendo caréncia de
estudos com polissacarideos de parede celular deste fungo. A descoberta de novas substancias
naturais com potencial farmacologico e com menores efeitos indesejaveis quando comparados
aos sintéticos impulsionam novos estudos (DE SOUZA SAMPAIO et al., 2020;
MAZUMDER et al., 2021; SINDHU et al., 2021).

Este trabalho visou avaliar as atividades hipoglicemiante a partir da inibicdo da enzima
a-amilase, antinociceptiva com o teste das contor¢@es abdominais induzidas por &cido acético
e a atividade imunomoduladora a partir da secregdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1a e
TNF-a apés tratamento de macréfagos murinos com (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano de
parede celular de A. niger ATCC 1004.
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2 Materiais e métodos

2.1 Microrganismo
O fungo A. niger ATCC 1004 foi cedido da Colegéo de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). O microrganismo foi mantido em

Agar Batata Dextrose (BDA) a temperatura de 4°C até o inicio dos experimentos.

2.2 Condigdes de cultivo de A. niger

O fungo foi incubado em um meio de cultura de BDA para ativacdo durante 5 dias a
30°C (BOD SL200 / 90 Incubadora - SOLAB). Para o cultivo, o indculo foi realizado em
meio liquido utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de meio de cultura
pH 5 contendo: 10 g/L de D-glicose, 3 g/L de extrato de levedura em po, 3 g/L de extrato de
malte e 5g/L de peptona, seguindo a metodologia descrita por Manera et al. (2011) com
modificagOes. Para o inoculo foram utilizados trés discos de agar, com 1,5 cm de didmetro
cada, correspondendo a aproximadamente 10° UFC contendo o microrganismo. O cultivo
submerso foi realizado a 150 rpm por 120 horas e temperatura de 30°C em agitador rotativo
(Incubadora shaker SL 222, SOLAB). Apos o cultivo, 0 meio de cultura liquido inoculado foi
filtrado a vacuo (bomba de filtro de vacuo TE-0582, TECNAL), e a biomassa do
microrganismo foi seca em estufa a 50°C e seguida da extracdo do polissacarideo (Dong et al.,
2009).

2.3 Extracdo de polissacarideo de A. niger

A extracdo alcalina ocorreu utilizando 50mL de hidroxido de sédio pH 13 (0,1M) para
cada 1g de biomassa seca triturada de A. niger, a 90°C e durante 180 minutos (MENDES et
al., 2023). A suspensdo foi centrifugada (Modelo 206BL-EXCELSA) a 8.000 g durante 15
min. O precipitado foi descartado e adicionou-se ao sobrenadante trés vezes o volume de
etanol absoluto, deixando-o por 12 horas a 4°C. O polissacarideo precipitado foi isolado
através de uma centrifugacdo a 8.000g durante 15 min. O precipitado de polissacarideos foi

liofilizado.
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2.5 Atividades biologicas

ooooo

A atividade inibitoria da a-amilase foi estimada de acordo ao método descrito por
Chen et al., (2013). O volume de 0,1 mL de solugdo pancreatica de a-amilase suina (2
mg/mL) em tampdo citrato-fosfato (2 mg/mL, pH 6) foi adicionado a 0,1 mL de solucdo de
polissacarideo em diferentes concentracbes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 e 2,0 mg/mL) e, em
seguida, foi incluido 0,1 mL de solugdo de amido (1,0 mg/mL). Posteriormente, a mistura
reacional foi incubada a 50°C por 10 min. O processo reacional foi interrompido por
acréscimo de 0,2 mL de reagente DNS (acido dinitrosalicilico) e, consecutivamente, foi
colocado em banho-maria a 100°C por 5 minutos. A mistura reacional foi diluida pela adigédo
de 2 mL de &gua destilada e a absorbancia foi medida em 540 nm. A acarbose foi utilizada

como controle positivo.

2.5.2 Animais

Foram utilizados nos experimentos camundongos Balb-C machos, pesando entre 20-
30g. Os animais permaneceram em ambiente climatizado, sob o ciclo claro e escuro (12 h
claro/12 h escuro), com temperatura controlada (22 + 2°C) e livre acesso a 4gua e comida. A
realizacdo dos experimentos em modelo animal, obteve a aprovacdo do projeto pelo Comité
de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Federal da Bahia, Campus Anisio
Teixeira, (protocolo 077/2019). Os camundongos foram distribuidos homogeneamente entre
0s grupos e ambientados ao laboratorio pelo menos uma hora antes dos testes, realizados na
fase clara do ciclo. O nimero de animais e a intensidade dos estimulos ralizados foram os

minimos necessarios para confiabilidade dos tratamentos estudados.

2.5.3 Atividade Antinociceptiva

2.5.3.1 Teste das contorcdes abdominais induzidas por acido acético

O efeito antinociceptivo foi avaliado pelo teste de contor¢do abdominal induzida por
acido acetico 0,6% (Sigma-Aldrich®), pela via intraperitoneal (i.p.) (0,1 mL/10g), de acordo
com procedimentos previamente descritos por Koster, Anderson & Beer (1959) e Vacher,
Duchéne-Marullaz & Barrat (1964). Os animais (n=06) foram pré-tratados com polissacarideo
nas concentragfes de 30 e 60mg/kg pela via intraperitoneal (i.p.), os controles (C+)

Indometacina (10mg/kg) e (C-) diluente de agua destilada foram administrados via oral (v.0.).
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Ap6s 30 minutos da amostra de polissacarideos, (C-) diluente de &gua destilada e de 01 hora
da (C+) Indometacina, os animais foram colocados em caixas separadas e receberam uma
injecdo de &cido acético 0,6% (Sigma-Aldrich®), pela via intraperitoneal (0,1 mL/10g).
Iniciando o teste com as contagens durante 20 minutos das contor¢des da parede abdominal,
sequidas de contorcBes do tronco e extensdo dos membros posteriores como indicativo de

nocicepcgao.

2.5.4 Imunomoduladora

2.5.4.1 Isolamento de Macrdéfagos

Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos apds injecao de
2 mL de tioglicolato 3% no peritdnio dos animais para estimular a migracdo de macrofagos.
Os camundongos foram eutanasiados apds 72h. Foram injetados 5 mL de meio RPMI na
cavidade peritoneal dos animais. O local foi massageado e o fluido foi extraido com auxilio
de uma seringa. A suspensdo celular foi centrifugada em 1500 rpm durante 8 minutos, e
descartou-se o sobrenadante. O pellet de células foi lavado com meio RPMI, centrifugado e o
sobrenadante foi novamente descartado. A ressuspensdo das células foi executada em meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e contendo ciprofloxacina 50
ug/mL. A contagem de células foi feita em camara de Neubauer para obtencédo de densidade
de 10° células por pogo em placas de cultura celular de 24 pogos. As culturas foram colocadas
em estufa de CO, a 37°C durante 3 horas com o0 objetivo de que ocorresse a aderéncia dos
macrdfagos a placa. O meio de cultura foi retirado da placa e as células foram lavadas duas
vezes para eliminar as celulas ndo aderidas (hemacias e linfdcitos). Apo6s a lavagem,
adicionou-se um novo meio RPMI com 10% de SFB contendo antibidtico, e as placas de

cultura foram incubadas em estufa de CO., a 37°C, até 0 momento do experimento.

2.5.4.2 Estimulacéo de macrdéfagos

Diferentes concentracdes do polissacarideo de parede celular A. niger ATCC 1004 (25,
50, 100, 200 pg/mL) foram adicionadas as celulas isoladas. O controle positivo foram as
células tratadas apenas com o lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, sem adicdo do
polissacarideo. No controle negativo, as células foram tratadas com solucdo salina tampao
fosfato (PBS). O experimento foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas em
estufa de CO., a 37°C, por 24h.
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2.5.4.3 Quantificacdo de citocinas por ELISA

As dosagens das citocinas IL-1a. ¢ TNF-o foram realizadas atraves de ensaio de
imunofluorescéncia (ELISA) conforme protocolo do fabricante (R&D Systems®,
Minneapolis, Estados Unidos da América). Os resultados foram expressos em pg/mL.

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram expostos como média + desvio padrdo (SD) com base nos
experimentos independentes. Diferencas significativas (p<0,05) foram detectadas por
ANOVA e com p0s-teste de Tukey. Nos testes com animais, foram utilizados seis animais por
grupo. Para todas as analises foi usado o programa GraphPad Prism® versdo 5.00. Valores
foram considerados significantes quando p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas por
meio do teste ANOVA One-Way, seguida do teste de multipla comparacédo Bonferroni.

3 Resultados e Discusséo

O polissacarideo (1—3)(1—6)-p-D-glucogalactano de parede celular de Aspergillus
niger ATCC 1004 utilizado apresenta peso molecular de 375 x 107 Da, grau de polimerizacio
de 23 e teor total de proteinas de 1% conforme demonstrado em estudo de caracterizagdo
realizado (MENDES et al., 2023).

.....

Os efeitos inibitérios do (1—3)(1—6)-p-D-glucogalactano de parede celular de A.
niger e da acarbose sobre a enzima a-amilase foram comparadas e os resultados sdo

mostrados na Fig. 1.
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Fig.1. Capacidade de inibicdo da enzima o-amilase pelo (1—3)(1—6)-B-D-
glucogalactano de parede celular de A. niger.

O resultado observado demonstrou que a inibi¢cdo da enzima € dose dependente, em
que 53,7% de inibicdo foi observado na maior concentracdo do polissacarideo (2mg/mL). A
acarbose na mesma concentracdo apresentou atividade de inibicdo da a-amilase de 81,8%.

Os carboidratos presentes no alimento sdo inicialmente fragmentado em
oligossacarideos pela enzima a-amilase secretada pelas glandulas salivares e pelo pancreas,
posteriormente estes sdo reduzidos a monossacarideos pela a-glicosidase secretada pelo
intestino delgado (STOJKOVIC et al., 2019). Os fragmentos de glicose resultantes sdo
absorvidos e aumentam os niveis de aclcar no sangue. Inibir a acdo das enzimas digestivas
pode retardar o aumento do agucar no sangue e contribuir no controle do desenvolvimento do
diabetes (LI et al., 2021c). Sendo assim, os inibidores naturais da enzima o-amilase possuem
potencial de acdo hipoglicémico de interesse terapéutico (YADAV; NEGI, 2021).

Wang et al., (2018b) avaliaram a capacidade inibitéria da a-amilase pelo
exopolissacarideo de Lachnum sp. fungo filamentoso antes de uma modificacdo quimica,
demonstrando inibicdo de cerca de 55% a 5 mg/mL. Portanto, o (1—3)(1—6)-p-D-
glucogalactano de parede celular de A. niger demonstrou potencial hipoglicémico através da

inibi¢do da enzima a-amilase.

3.2 Avaliacéo da capacidade antinociceptiva
Os dados obtidos a partir do teste de contor¢bes abdominais induzidas por acido
acético, ilustrando a atividade antinociceptiva periférica do polissacarideo (1—3)(1—6)-p-D-

glucogalactano é apresentado na Figura 2.
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Fig. 2. Avaliagdo da administragdo intraperitoneal de (1—3)(1—6)-p-D-
glucogalactano de parede celular de A. niger no teste de contor¢cdo abdominal induzida por
acido acetico (0,6%) em camundongos (n= 06). Os animais foram pré-tratados, de acordo 0s
grupos com as amostras de polissacarideos (30 e 60mg/kg), (C+) Indometacina (10mg/kg) e
Controle (C-) diluente de &gua destilada. As analises estatisticas foram realizadas por meio do
teste ANOVA One-Way, seguida do teste de multipla comparacdo Bonferroni. As variagdes
diferem respectivamente de forma significativa onde: (*) p < 0,05, quando comparado o
grupo Controle (C-) aos demais grupos e (#) quando comparado grupo Controle (C+) aos
demais grupos.

O grupo controle negativo (C-), que recebeu apenas solucdo salina 0,9%, apresentou o
maior numero de contor¢des. A inibicdo de contorcBes foi dependente da dose, em que o
numero de contor¢Bes foi reduzido na dose mais alta de 60 mg/kg de polissacarideo. A
resposta de inibicdo do numero de contor¢des, por consequente analgesia, com o0 uso do
polissacarideo, foi superior a obtida com a utilizacdo do farmaco padrdo indometacina,
embora ndo tenha sido estatisticamente significativo, havendo apenas uma diminuicdo na
média de contorc¢des observadas. Estes resultados demonstram o potencial antinociceptivo do
(1-3)(1—6)-B-D-glucogalactano de parede celular de A. niger.

Através do teste de contor¢des abdominais induzidas pela injecdo de &cido acético em
animais, ha a inducdo nociceptiva quimica, que possibilita avaliar os analgésicos periféricos
na nocicepcao visceral e inflamatoria (FRANCA et al., 2001). A resposta inflamatoria
localizada é iniciada através da via de biossintese de prostaglandinas que resulta na sensacéao
de dor e leva ao resultado comportamental como contor¢des ou constricdo (MAZUMDER et
al., 2021). Em animais, além das prostaglandina, também ha o aumento de serotonina,
histamina, bradicinina e outros reguladores inflamatorios (GAO et al., 2021). Desta maneira,
quanto menor o ndmero de contor¢cBes abdominais, maior a atividade antinociceptiva do

polissacarideo testado.
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O processamento da dor é um mecanismo complexo que envolve a interacdo de
estruturas periféricas e centrais, além de diferentes vias modulatérias (GAO et al., 2021). Com
0 avanco da biologia molecular e os conhecimentos mais aprofundados relativos aos
mecanismos moleculares da fisiopatologia da dor, substancias analgésicas mais eficazes tém
sido descobertas. Nessa perpectiva, estudos sdo desenvolvidos visando a identificacdo de
alvos envolvidos na transmissdo nociceptiva, principalmente receptores, enzimas, canais
ibnicos, sistemas de transporte e da modulacdo da liberacdo de neuromediadores
(GASPARINI; SUTHERLAND; GRIFFITHS, 2013).

Em estudo utilizando um (1—3)-B-D-glucano de Rhodotorula mucilaginosa foi
avaliada a atividade antinociceptiva por meio de diferentes testes experimentais. Os resultados
demonstraram que na dose de 30 mg/kg houve inibicéo significativa da resposta de contor¢édo
induzida pelo acido acético, demonstrando o potencial antinociceptivo deste polissacarideo
(VALASQUES et al., 2014).

3.3 Avaliacéo da capacidade imunomoduladora
Os niveis de secrecdo de IL-1a € TNF-o, apos tratamento de macréfagos murinos com
(1-3)(1—6)-p-D-glucogalactano de parede celular de A. niger foram quantificados e

utilizados para avaliar a atividade imunomoduladora deste polissacarideo (Figura 3).
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Fig. 3. As citocinas IL-1a. e TNF-o secretadas por macréfagos estimulados com
(1-3)(1—6)-p-D-glucogalactano de parede celular de A. niger ATCC 1004 foram
examinadas usando o ensaio ELISA. O LPS foi utilizado como controle positivo e PBS como
controle negativo.

Os resultados evidenciaram dose-dependéncia, sendo que, na maior concentracdo de

(1-3)(1—6)-p-D-glucogalactano (200pug/mL) houve efeito significativo do aumento da
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secrecédo tanto de IL-1o quanto de TNF-a quando comparados ao controle negativo. Sendo
assim, 0 (1—3)(1—6)-p-D-glucogalactano de parede celular de A. niger estudado,
demonstrou potencial imunoestimulatério pro-inflamatorio.

Os macrofagos sdo importantes na defesa imune inata do organismo. Quando ativados,
os macrofagos podem secretar moléculas imunorreativas que se ligam a receptores na
superficie das células efetoras, transmitem informacdes entre as células e causam proliferagéo,
diferenciacdo e alteracdes funcionais celulares, protegendo as células de patdgenos (YIN et
al., 2021b).

Os macrdfagos podem secretar interleucinas e fator de necrose tumoral durante o
processo de “engolfamento” de invasores para promover a producdo de plaquetas, estimular a
proliferacdo de linfocitos B e aumentar a diferenciagdo e maturacdo dos megacariocitos da
medula ossea (LI et al., 2021c). As citocinas TNF-a e IL-1 s&o pro-inflamatdrias tipicas, que
sdo produzidas quando os macrofagos séo ativados e estdo envolvidas nas respostas imunes e
na defesa do hospedeiro (CARBONERO et al., 2012).

A citocina IL-10, no entanto, é anti-inflamatéria (SINDHU et al., 2021), e quando
avaliada, os resultados indicaram que ndo houve alteracdo na secrecdo em nenhuma
concentracdo de polissacarideo avaliada. Sendo assim, o (1—3)(1—6)-p-D-glucogalactano de
parede celular de A. niger estudado demonstrou potencial imunoestimulatorio.

O B-glucano € descrito como um importante imunoestimulador (KHAN et al., 2018).
Este polissacarideo modula a imunidade humoral e celular, estimulando o sistema
imunoldgico contra infeccbes com a ativagdo via B-glucano das células NK, macréfagos,
monacitos e neutrofilos (YAN et al., 2019).

A maioria dos fungos possuem B-glucanos em sua composic¢ao (MAITY et al., 2021b).
Os B-glucanos ndo podem ser digeridos no trato gastrointestinal humano devido as enzimas
secretadas pelas células epitelias da borda de escova do intestino serem incapazes de
hidrolisar as ligagdes B-glicosidicas. Portanto, f-glucanos fangicos possuem fungédo potencial
de prebidticos (KHAN et al., 2018). O possivel mecanismo de estimulacdo do sistema
imunologico se baseia na interagdo entre a B-glucana e os receptores correspondentes nas
células imunes (YAN et al., 2019). Tanto em humanos quanto em animais, o efeito protetor
dos B-glucanos acontece através do aumento das citocinas e imunoglobulinas circulantes.
Portanto, a alteracdo de parametros clinicos sugere uma fungdo imonoreguladora de B-glucano

ao invés de ativagdo imune (KHAN et al., 2018). Apesar dos B-glucanos serem reconhecidos,
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alguns heteroglucanos estudados também possuem atividade imunoestimulatoria (LI et al.,
2021c; MENG et al., 2017; YAN et al., 2019).

Polissacarideos de Aspergillus cristatus foram estudados por Xie et al., (2022) quanto
a atividade imunomoduladora associada a regulacdo da funcdo de barreira intestinal e
microbiota intestinal. Os resultados demonstraram fortalecimento da funcdo imunoldgica,
com aumento de citocinas e imunoglobulina e equilibrio da disbiose da microbiota intestinal.
Os autores sugeriram que os polissacarideos exerceram atividade imunomoduladora através
da restauracdo da funcdo da barreira intestinal e regulacdo da microbiota intestinal,
fortalecendo a imunidade do hospedeiro.

4 Concluséo

Os resultados demontraram dose-dependéncia nas trés atividades bioldgicas avaliadas.
A atividade inibitoria da enzima a-amilase exercida pelo (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano
foi de 53,7% de inibicdo na maior concentracdo do polissacarideo (2mg/mL). A acarbose,
usada como controle positivo, apresentou atividade de inibicdo da a-amilase de 81,8% na
mesma concentracao.

A analgesia do polissacarideo foi avaliada a partir do teste de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, ilustrando a atividade antinociceptiva periférica do (1—3)(1—6)-
B-D-glucogalactano. Na maior concentracdo de polissacarideo (60 mg/kg) o nimero de
contorcBes foi reduzido, sendo menor que o observado quando utilizado o farmaco padréo
indometacina. Quanto a atividade imunomoduladora, os resultados indicaram que na
concentracdo de 200ug/mL de (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano aumento da secrecdo das
citocinas pré-inflamatorias IL-1a e TNF-o quando comparados ao controle negativo.

Esses resultados indicaram que o (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano obtido da parede
celular de de A. niger pode ser utilizado com potencial hipoglicemiante, antinociceptivo e
agente imonoestimulatério, sendo necessario mais estudos que permitirdo elucidar os

mecanismos de acdo precisos envolvidos.
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3. CONCLUSAO GERAL

Com a realizagdo deste estudo, foi possivel otimizar a extracdo do polissacarideo de
parede celular de Pleurotus djamor CCMB 366 visando a identificacdo de condigdes ideais
para 0 maior rendimento de polissacarideo em massa (g). A caracterizacdo parcial permitiu
inferir que a amostra obtida se trata de um polissacarideo com ligag¢do do tipo B-(1—3), no
entanto, mais métodos de caracterizacdo serdo empregados com a finalidade de elucidar a
estrutura molecular deste polissacarideo. O polissacarideo P. djamor demonstrou potencial
imunoestimulatério através da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias por macréfagos
isolados de murinos.

Os estudos de atividades biologicas do (1—3)(1—6)-B-D-glucogalactano obtido da
parede celular de Aspergillus niger ATCC 1004 demostraram que este polissacarideo possui
potencial hipoglicemiante in vitro, antinociceptivo e imunoestimulatério, sendo promissor

para a aplicacdo na area farmacéutica.
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