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RESUMO 

 

Os fungos patogênicos oportunistas são responsáveis pela maior parte das infecções 

fúngicas nos seres humanos. Nos últimos anos, foi observado um aumento considerável 

na incidência de infecções causadas por esses organismos, principalmente em pacientes 

imunossuprimidos (portadores de HIV), transplantados ou em tratamento quimioterápico. 

Atualmente, a medicina está proporcionando um aumento na sobrevida desses pacientes, 

contudo a taxa de mortalidade continua elevada. A resposta imunitária é essencial para a 

proteção do hospedeiro durante o curso destas infecções e a ativação imunológica 

adequada é fundamental para controlar o patógeno. Neste contexto, a utilização de 

estimuladores de ativação é uma estratégia terapêutica interessante, uma vez que 

possibilita o controle eficiente destes fungos. Os polissacarídeos são importantes 

indutores da resposta imune e podem se ligar aos receptores de reconhecimento padrão. 

Além disso estas moléculas podem ativar a mecanismos da resposta imunológica, como 

estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias e da explosão respiratória, 

aumentando assim a eficiência da atividade microbicida. Os polissacarídeos são 

constituintes da parede celular de fungos, leveduras, bactérias e plantas. Os cogumelos 

são fontes importantes de polissacarídeos que apresentam diversas propriedades 

biologicamente ativas, principalmente aquele relacionado a atividade imunomodulatória, 

sendo capazes de modular a ativação da imunidade inata e adaptativa. Assim, estes 

carboidratos podem ser diferenciados de acordo com as diversas características 

estruturais. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar os 

polissacarídeos provenientes dos cogumelos Ganoderma lucidum e Auricularia auricula, 

e avaliar sua capacidade imunomodulatória e a resposta imunitária do hospedeiro 

infectado pelo fungo patogênico Cryptococcus neoformans. Os resultados indicaram que 

ambas as frações (solúvel e insolúvel) de polissacarídicas extraídas dos cogumelos 

avaliados demonstraram uma composição monossacarídica similar (majoritariamente 

glicose na fração insolúvel e galactose na fração solúvel) e da identificação de beta 

glucanas nas frações solúveis e insolúveis de Auricularia auricula. Adicionalmente, a 

avaliação das frações dos cogumelos analisados não apresentou citotoxicidade, frações 

LPS free, uma atividade imunomodulatória em células dendríticas e macrófagos M1 e 

M2 por análise pela ligação aos receptores Dectina-1, TLR2 e TLR4). Ainda foi 

observado a secreção de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-10), de óxido nítrico e de espécies 

reativas de oxigênio. Assim como a modulação da imunidade adaptativa (pelo aumento 

da expressão de CD80, CD86 e MHCII) utilizando técnicas como ELISA e citometria de 

fluxo. Todavia, os ensaios in vitro referente à atividade microbicida das frações na 

infecção fúngica e também assim as análises de genes relacionados à defesa contra o 

patógeno assim como a avaliação da sobrevida in vivo indicaram que somente 

polissacarídeos da fração insolúvel de Auricularia auricula demonstraram serem 

promissores como adjuvantes para potencializar a defesa da imunidade inata referente à 

infecção por Cryptococcus neoformans. 

Palavras chave: Auricularia auricula, Ganoderma lucidum, beta-glucana, imunidade 

inata, Cryptococcus neoformans. 
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ABSTRACT 

 

Opportunistic pathogenic fungi are responsible for the majorist of human infection. In the 

last years, it was observed an increase in the incidence of infections by these organism, 

mainly in patients exhibiting immunosuppressed patients (HIV), transplanted or in 

chemotherapy treatment. Currently, medicine advances are providing to provide an 

increase in the survival of these patients although the mortality rate is still high. The 

immune response is essential to protect the host during these infections and the immune 

adequate activation is critical to pathogen control. In this context, immune cell activation 

stimulators is a therapeutic strategy promising, since it allows fungi efficient control. The 

polysaccharides are important immune response inductors and may receptors bind of 

pattern recognition receptors. Moreover, these molecules can activate various functions 

pro-inflammatory cytokine production stimulate and respiratory burst, thereby improving 

microbicide efficient activity. The polysaccharide are constituents of fungi bacteria and 

plants cell wall. The mushrooms are important sources of polysaccharides showing 

several active biological properties, mainly innate and adaptive immunomodulatory 

activity. These carbohydrates   can be differentiated according to structural diversity. 

Then, the objective of this study was to select and to characterize polysaccharides from 

Ganoderma lucidum and Auricularia auricula mushrooms as well as to evaluate the host 

immune response infected by fungus pathogen Cryptococcus neoformans. The results 

showed that both fractions (soluble and insoluble) of polysaccharides obtained from 

Ganoderma lucidum and Auricularia auricula have similar monosaccharide composition 

(mainly glucose in insoluble fraction and galactose in soluble fraction) and beta-glucan 

in Auricularia auricula fractions. In addition, the assessment of insoluble fractions of the 

species analyzed showed acceptable cytotoxicity; free LPS molecules; 

immunomodulatory activity in dectin-1, TLR2 and TLR4 and macrophages by receptors 

ligation.  Moreover, it was observed a production of TNF-α, IL-1β, IL-10 cytokine as 

well as nitric oxide and species oxygen reactive production. In addition; an adaptive 

immune modulation with increase of CD80, CD86 and MHCII. Nevertheless, in vitro and 

in vivo fungal infection assays presented that only fraction insoluble obtained from 

Auricularia auricula were promising adjuvants in innate immunity defense Cryptococcus 

neoformans infection. 

 

Keywords: Auricularia auricula, Ganoderma lucidum, beta-glucan, innate immunity, 

Cryptococcus neoformans. 
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INTRODUÇÃO 

 

Basidiomicetos 

 

Alguns estudos indicam que o número de espécies fúngicas no planeta esteja entre 

500 mil a 1.5 milhões, tornando-os extremamente abundantes e diversos. Entretanto, 

foram descritas apenas 100 mil espécies (Kirk et al., 2008; Wasser, 2010; Wasser, 2014).  

O reino Fungi é formado principalmente por bolores, leveduras e cogumelos e sua 

a classificação é baseada em características morfológicas (macroscópico, microscópico e 

ultramicroscópico), fisiológicas e moleculares. A filogenia fúngica define vários grupos 

fúngicos distintos como: quitridiomicetos (Allomyces, Batrachochytrium), zigomicetos 

(Rhizopus, Encephalitozoo), glomeromicetos (micorrizas arbusculares), ascomicetos 

(como Saccharomyces, Candida, Neurospora) e basidiomicetos (como Agaricus, 

Amanita) (Figura 1) (Madigan, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Filogenia dos fungos. Árvore geral 

filogenética, que retrata as relações entre os 

principais grupos ou filos de acordo com a 

sequências do gene de rRNA 18S) (Figura 

modificada de Madigan, 2010). 

 

 

Quitridiomicetos 

Glomeromicetos 

Zigomicetos 

Ascomicetos 

Basidiomicetos 
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Os fungos, geralmente são em sua maioria aeróbios e quimiorganotróficos, 

apresentando exigências nutricionais simples, alimentando-se com o auxílio da secreção 

de enzimas extracelulares, que digerem compostos orgânicos complexos (como proteínas 

e polissacarídeos) e seus constituintes monoméricos (aminoácidos e monossacarídeos). O 

habitat destes organismos é variado e a grande maioria vive em ambientes aquáticos 

(principalmente de água doce) e terrestres (solo e matéria vegetal morta), além de 

crescerem em temperaturas elevadas (aproximando-se até 62°C) e pH ácido (Madigan, 

2010). 

A maioria dos fungos é multicelular sendo formado por uma rede de filamentos 

denominado de hifas, que podem apresentar diversas formas, tais como simples ou 

ramificadas, septada ou não-septada e que constituem o micélio dos fungos (Figura 2A) 

(Madigan, 2010). Os micélios se formam conforme o desenvolvimento das hifas 

individuais à medida que crescem na superfície e no interior do substrato constituído 

principalmente por compostos orgânicos e utilizando como uma fonte de nutrição. Após 

as ramificações das hifas se entrelaçarem, uma massa compacta se forma e quando as 

hifas ramificadas atingirem a superfície do substrato há a formação das ramificações 

aéreas. No caso dos cogumelos, a estrutura gerada denomina-se de basidiocarpo, 

constituída de duas partes: a estirpe (talo ou haste) e o píleo (chapéu). Além disso, 

mediante a essas ramificações aéreas são formados os esporos, denominados de conídios 

(Figura 2B), que são estruturas assexuais, pigmentadas e resistentes ao dessecamento. O 

conídio atua na dispersão do fungo para outros habitats. Uma vez formado o conídio, a 

coloração branca pode alterar-se para uma cor característica, que pode variar 

consideravelmente em preto, azul, esverdeado, marrom, amarelo ou vermelho (Madigan, 

2010). 

 

Figura 2. Aspecto estrutural macro e 

microscópico dos fungos. (A) colônias de 

uma espécie de Aspergillus, um 

ascomiceto. A aparência das massas de 

células filamentosas (o micélio) e dos 

esporos assexuais conferem às colônias um 

aspecto pulverulento e emanharado. (B) 

Conidiáforo e conídios de Aspergillus 

fumigatus. O comprimento de um 

conidióforo é de aproximadamente 300 µm 

e dos conídios de aproximadamente 3 µm. 

Fonte: Madigan, 2010. Com modificações. 
 

A B
b 
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A classificação filogênica dos basidiomicetos inclui mais de 25 mil espécies 

descritas e constituem um grande grupo de fungos. Neste caso, apresentam uma estrutura 

unicelular na qual os basidiósporos (esporos sexuais produzidos nas extremidades de uma 

estrutura claviforme) que são formados por meio da meiose (Carlile, et al., 2001; Lemos, 

2009; Madigan, 2010; Silva, 2013). Os cogumelos são considerados como um grupo 

especial de fungos devido ao seu tamanho macroscópico (“macromiceto” ou 

macrofungo), um distinto corpo de frutificação e a produção de esporos.  

Estimativas indicam que dentre as 100 mil espécies de fungos descritos, 14 mil 

sejam cogumelos (Kirk et al., 2008; Wasser, 2010). Neste âmbito, as espécies de 

cogumelos catalogadas encontram-se agrupadas como:  comestíveis (aproximadamente 2 

mil espécies descritas e 12 destas são fonte de alimento), venenosas (30 espécies) e 

medicinais. Ademais, novas espécies foram descobertas principalmente na Europa e 

América do Norte (Hawksworth, 2001; Mueller e Schmit, 2007, Wasser, 2010). 

 

Cogumelos comestíveis 

 

Os cogumelos são utilizados como fonte comestível e medicinal há mais de 2.000 

anos, especialmente nos países asiáticos. Ao longo da história, o papel deste macrofungo 

foi documentado pelas civilizações grega, romana, egípcia, chinesa, mexicana e indiana 

(Rowan et al., 2003; Cui et al, 2007; revisado de Smiderle, 2008; Wasser, 2011; Feeney 

et al., 2014).  

Os primeiros indícios do cultivo de cogumelos medicinais são relatados na 

Mesoamérica (México, Guatemala, El Salvador, Belize, Honduras, Nicarágua e Costa 

Rica), África, Argélia, Egito e a Sibéria (Wasser, 2010). Porém, a primeira estrutura 

voltada para o cultivo e produção comercial de cogumelos ocorreu somente em 1894, em 

Chester Count na Pensilvânia (Estados Unidos) (Beyer, 2008; revisado de Silva 2011).  

Atualmente os maiores produtores de cogumelos são China, Estados Unidos, 

Itália, Holanda, Polônia e Japão, cultivando quinze tipos distintos de cogumelos sendo 

responsáveis por 90% da produção global (Feeney et al., 2014, revisado de Viana, 2014). 

Em 2014, a produção mundial foi de 743,2 mil toneladas, o que movimentou €1,7 bilhões 
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de euros e para 2015 estimava-se uma produção de 1.16 milhão de toneladas (Boon, 

2015). As espécies de cogumelos mais comercializadas mundialmente são Agaricus 

bisporus (Champignon de Paris), Pleurotus ostreatus (Shimeji) e Lentinula edodes 

(Shiitake) (revisado de Gonçalves, 2012; revisado de Silva, 2015).  

O cultivo de cogumelos comestíveis no Brasil iniciou-se entre 1950 e 1980, 

introduzido por chineses em Mogi das Cruzes, São Paulo (Bett e Perondi, 2011, Zied et 

al., 2014). Atualmente, devido ao seu modo de produção, há um aumento no número de 

pequenos e médios produtores. O cogumelo mais cultivado no Brasil é o Agaricus 

bisporus (representando 55% da produção nacional), seguidos por Pleurotus spp., 

Lentinula edodes e Agaricus subrufescens ou Agaricus blazei (Zied, et al, 2014).  

A produção mundial de cogumelos aumentou dez vezes entre 1969 e 2009 (Zhang, 

2014). Dentre os fatores responsáveis pela crescente produção mundial e consumo per 

capta de cogumelos, estão as propriedades nutricionais e as medicinais (revisado de Silva, 

2015). Neste caso, os fatores nutricionais que mais se destacam são a quantidade 

significativa de proteínas (com aminoácidos essenciais), carboidratos, minerais (como 

ferro, potássio e fósforo), vitaminas do complexo B (riboflavina, tiamina, niacina), 

vitamina C e provitamina D2, compostos fenólicos entre outros (Chang e Miles, 2004; 

Cui et al, 2007; Zied, et al, 2014). Ademais, apresenta em sua composição uma 

quantidade moderada de fibras e cinzas e baixa quantidade de lipídeos (Chang & Miles, 

2004).   

Atualmente, foram relatadas na literatura 126 propriedades medicinais 

relacionadas aos cogumelos, dentre elas destacam-se as atividades antioxidante, 

anticancerígena e imunomodulatória (Lull et al., 2005; Chan et al., 2009; Ramberg et al., 

2010; Lo e Wasser, 2011; Wasser, 2011).  

 

Auricularia auricula 

 

O primeiro cogumelo comestível a ser cultivado pelos seres humanos foi a espécie 

Auricularia auricula (A. auricula) (Figura 3), pelo sistema de toras de madeira, há mais 

de 1.000 anos na China (revisado de Herrera, 2001; revisado de Silva, 2011; Li et al., 
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2014). Este macrofungo apresenta importantes características nutricionais e medicinais, 

dentre elas as atividades anticancerígena, antioxidante, imunomoduladora, de 

manutenção da homeostase, dentre outras (Ma et al., 2010, Du et al., 2013; Vijai et al., 

2015). Ademais, apresenta uma distribuição climática preferencialmente nos trópicos, 

subtrópicos e regiões temperadas, sendo o quarto mais cultivado no mundo (Du et al., 

2013; Li et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Cogumelo Auriculria auricula. 

Fonte: http://sublimart.blogspot.com.br/2009_12_01_archive.html 

 

Recentemente, foi descrita a atividade biológica protetora de A. auricula em 

camundongos expostos a doses letais de radiação (Revskaya et a., 2012). O trabalho 

demonstrou que a administração de carboidratos extraídos do corpo frutífero do cogumelo 

no local afetado por radiações influenciou no aumento de células linfoides e foi 

determinante na recuperação hematológica por meio da hematopoese extra medular. 

Ademais, relatos da literatura demonstraram que o estímulo de Auriculria aurícula 

influenciou no aumento da proliferação de células B, na produção de óxido nítrico (NO-) 

por macrófagos, bem como nos níveis elevados de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

e interferon gama (IFN-γ) em ensaios in vitro utilizando-se células mononucleares do 

sangue periférico cultivadas in vitro (Rai et al., 2004; Zuo et al., 2008; Li et al., 2012). 

 

Ganoderma lucidum 
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O cogumelo Ganoderma lucidum (G. lucidum) é a espécie mais estudada dentre 

todos os cogumelos. Os primeiros estudos científicos utilizando este cogumelo (Figura 4) 

foram realizados por pesquisadores japoneses, que desenvolveram métodos de produção 

eficientes e demonstraram que os basidiomas (estrutura microscópica produtora de 

esporos no corpo de frutificação) poderiam conter diversas cores. Essa variação de cores 

referia-se às condições ambientais de cultivo e representam diferentes concentrações de 

substâncias biologicamente ativas (Buchanan et al., 2001; revisado de Viana, 2014), 

como polissacarídeos e glicoproteínas.   

O macrofungo G. lucidum é um dos cogumelos medicinais mais populares no 

Japão (conhecido como Reishi), China (conhecido como Lingzhi), Coréia e Estados 

Unidos (Baskar et al., 2011). Na história antiga da China, o fungo G. lucidum era 

reservado exclusivamente para os imperadores e membros privilegiados da sociedade 

devido à sua raridade e por ser considerado um “elixir da vida”, por estar associado à 

longevidade, poder divino, símbolo do sucesso e bem-estar (Benzie e Wachtel-Galor, et 

al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Cogumelo Ganoderma lucidum. 

Fonte: https://mushroomsworld.wordpress.com/category/lingzhi-ganoderma-lucidum/ 

 

Os efeitos imunomodulatórios de G. lucidum promovem a ativação da imunidade 

humoral e celular, incluindo a ativação de células dendríticas, fagócitos, linfócitos B e T, 

além de células Natural Killer (células NK) (Berovic et al., 2003; Boh et al., 2007; Boh 

et al., 2013). Estudos anteriores relataram que em macrófagos, G. lucidum aumentou: (1) 

a fagocitose in vivo e in vitro, (2) a produção de interleucina 1 alfa (IL-1α) e (3) TNF-α 

(Li et al., 2000; Lin, 2001; Jiang et al., 2003). Tang et al. (2004) avaliaram a ativação de 
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macrófagos de camundongos in vitro pelo estímulo de uma fração alcalina de G. lucidum, 

cujo resultado indicou a secreção da interleucina 1 beta (IL-1β) e de NO-. Atualmente, 

mais de cinquenta espécies de cogumelos estão relacionadas à atividade 

imunomodulatória, cujos compostos obtidos são agrupados em quatro categorias, 

baseadas em suas características químicas como as lectinas, os terpenóides, as proteínas 

e os polissacarídeos (Enshasy e Hatti-Kaul, 2013). 

 

Polissacarídeos 

 

Os polissacarídeos são polímeros de carboidratos que variam entre baixa a alta 

massa molecular, sendo constituídos por monossacarídeos unidos por ligações 

glicosídicas.  Esses polímeros diferenciam-se, principalmente, pela composição dos 

monômeros, tipo de ligação, comprimento da cadeia e número de ramificações (Freimund 

et al., 2003; revisado de Smiderle, 2008).  

Essas macromoléculas são produzidas principalmente por bactérias, fungos e 

plantas (Fuentes et al., 2011), e são importantes na estrutura celular (celulose, 

glicoproteínas e quitina), no armazenamento de energia (glicogênio e amido), como 

indicadores de endereçamento para proteínas e ainda como mediadores para interações 

específicas entre as células e/ou a matriz extracelular (Lehninger, 2002; revisado de 

Smiderle, 2008). Desde 1936, têm sido estudadas as aplicações funcionais e imunológicas 

do polissacarídeo beta-glucanas têm sido estudadas (Morgan, 1936; Liu et al., 2008; 

Ferreira et al., 2015). As beta-1,3-glucanas ou β (1→3) são polímeros de glicose, em 

conformação anomérica β, cuja ligação entre as unidades glicosídicas ocorre nos carbonos 

um e três. Estruturalmente, apresentam uma cadeia principal de ligações do tipo beta 1→3 

de D-glicose com ramificações de cadeia laterais com ligações beta do tipo 1→6 (Figura 

5). Outras estruturas encontradas em beta-glucanas são principalmente com ligações do 

tipo 1,3 de D-glicose contendo ramificações de cadeia lateral com ligações beta do tipo 

1→2, 1→3 e 1→4 (revisado de Smiderle, 2008; revisado de Souza, 2014; Zhang e Edgar, 

2014). 
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Figura 5. Estrutura molecular de β-glucanas do tipo (1→3), (1→6) oriunda de leveduras.  

Fonte: Jacob e Pescatore, 2014). Com adaptações. 

 

As beta-glucanas são produzidas por diversos organismos, como as algas, as 

bactérias, as plantas superiores e os fungos (Tabela 1), e cujas funções envolvem a 

formação da parede celular de plantas e fungos, reserva em algas e plantas (como a defesa 

contra herbívoros) (Bartnicki-Garcia 1968; Gorin e Spencer 1968; Wessels e Siestma 

1982; Aspinall 1982; Krainer et al., 1994; Bacic et al. 1998, revisado de Souza, 2014). 

 

Tabela 1. Diferentes fontes, estruturas e funções de beta-glucanas. 

Fonte Beta-glucana 

Tipo de 

ligação 

principal 

Função Observação 

 

Vegetais em 

geral, 

bactérias 

Celulose, 

Lipopolisacarídeo 
β-1,4 

 

Principal 

constituinte 

da parede 

celular 

Linear; insolúvel 

Algas pardas Laminarina β-1,3 Reserva 

Linear – insolúvel; 

pode possuir 

ramificações β-1,6 

tornando a molécula 

solúvel; gelificante 

Vegetais 

superiores 
Calose vegetal β-1,3 

Formação 

de poros do 

floema 

Linear; insolúvel 

     

B-(1,3)-D-glicose 

B-(1,3)-D-glicose 

B-(1,6)-D-glicose 

B-(1,3)-D-glicose B-(1,3)-D-glicose 
B-(1,3)-D-glicose B-(1,3)-D-glicose 

B-(1,3)-D-glicose 
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Fonte: Genta, 2004. Com adaptações 

 

Homo e heteropolissacarídeos de basidiomicetos 

 

Em 1957, Lucas et al. publicaram um dos primeiros trabalhos demonstrando o 

efeito significativo na inibição de células tumorais de sarcoma S-180, a partir de 

moléculas isoladas de Boletus edulis (revisado de Smiderle, 2008). A partir deste 

trabalho, inúmeras pesquisas foram publicadas mencionando a atividade biológica de 

moléculas extraídas de basidiomicetos (Zhang et al., 2007).  

Os basidiomicetos são importantes fontes de beta-glucanas, que apresentam 

diversas propriedades biologicamente ativas, dentre elas destaca-se a atividade 

imunomodulatória (Ali, 2009; Vetvicka, 2011). Ademais, algumas beta-glucanas isoladas 

apresentam interesse clínico e encontram-se disponíveis comercialmente, tais como: (1) 

Lentinano ou Lentinan (isolado do cogumelo Lentinula edodes), (2) Schizophyllan 

(isolado do cogumelo Schizophyllum commune), (3) PSK (Krestin) (isolado do cogumelo 

 

Coníferas 

 

Laricinana 

 

β-1,3 

Reserva; 

constituinte 

da parede 

celular 

Solúvel; 

Ramificações β-1,6 

Fungos 

 

Pachyman (Poria 

cocos) 

β-1,3 

 

Constituinte 

da parede 

celular 

 

Linear; insolúvel 

Fungos e 

macrofungos 
β-glucana β-1,3 e 1,6 

Constituinte 

da parede 

celular 

 

Ramificações β-1,6, 

solúvel e insolúvel, 

gelificante 

Cereais β-glucana β-1,4 e  β-1,3 

Constituinte 

da parede 

celular;  

reserva 

 

Linear; solúvel, alta 

capacidade 

gelificante 

Líquens Liquenana β-1,4 e  β-1,3 

Constituinte 

da parede 

celular; 

reserva 

 

Linear; solúvel, alta 

capacidade 

gelificante 
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Coriolus versicolus). (4) Scleroglucan (isolado de Sclerotium rolfsii) e (5) Grifolan 

(isolado de Grifola frondosa) (Zekovic et al., 2005; Ali, 2009; Carbonero et al., 2012). 

As beta-glucanas do tipo (1→3; 1→6) são reconhecidas como potentes 

polissacarídeos bioativos provenientes de fungos (Chen e Seviour, 2007; revisado de 

Wang et al., 2014), constituindo parte da parede celular de organismos.  Estas moléculas 

e seus conjugados são comercializados para auxiliar tratamentos clínicos em pacientes 

com câncer, tais como Schizophyllan (Schizophyllum commune), Lentinan (Lentinula 

edodes), Grifolan (Grifola frondosa) e Krestin ou PSK (complexo proteína-

polissacarídeo, Trametes versicolor). No Japão, o fármaco Lentinan é indicado para 

auxiliar pacientes com câncer gástrico, o que demonstrou um aumento na taxa de 

sobrevida dos pacientes (Wang et al., 2014). 

Deste modo, diversos polissacarídeos foram isolados de basidiomicetos, como as 

glucanas, as heterogalactanas, bem como as heteromananas, e podem ser divididos em 

dois grupos: os homopolissacarídeos (constituídos por um tipo de monossacarídeo) e os 

heteropolissacarídeos (constituído por mais de um tipo de monossacarídeo) (Schepetkin 

e Quinn, 2006; revisado de Smiderle, 2008). 

Devido ao interesse por polissacarídeos bioativos provenientes de 

homopolissacaríedos (caso da beta-glucana), existem poucos relatos referente aos 

heteropolissacarídeos. Entretanto, algumas moléculas já foram descritas, como as 

fucoxilomananas (extraídas de Ganoderma lucidum, Fomes annosus e Polyporus 

pinicola) e as fucogalactanas (Ganoderma applanatum e Fomes annosus) (revisado de 

Smiderle, 2008). Dentre esses polímeros, sejam homo ou heteroglucanas, que contenham 

ligações glicosídicas β-(1,3), β-(1,4) e β-(1,6), estes atuam com um papel chave na 

atividade biológica dos cogumelos (Manzi e Pizzoferrato, 2000). Entretanto, apesar da 

escassez de publicações a respeito da atividade biológica dos heteropolissacarídeos, há 

um interesse no estudo sobre estas moléculas, principalmente devido a algumas 

propriedades biológicas envolvendo os monômeros de glicose, manose e galactose 

(Zhang et al., 2007). 

 

Cultivo Submerso 
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A capacidade de cultivar cogumelos em meio líquido é estudada há mais de 45 

anos. A primeira tentativa ocorreu utilizando Agaricus campestres em meio aquoso 

contendo nutrientes e em agitação (Leonowicz, et al., 1991, revisado de Confortin, 2006).   

 Os cogumelos são produzidos geralmente em substratos sólidos (Figura 6a), 

utilizando madeira ou compostos lignocelulósicos (madeira, palha, vegetais). O tempo de 

cultivo varia entre 4 a 6 meses para obtenção do corpo frutífero ou de frutificação (Cui et 

al., 2006).  

 

 

Figura 6. Cultivo de cogumelos. (a) Cultivo de cogumelos Shiitake em toras de madeira; (b) Cultivo 

submerso de cogumelos em meio líquido. 

Fonte: (a) http://www.flfrevista.pt/events/aprender-a-produzir-cogumelos-shiitake-em-troncos-de-

madeira. 
 

Contudo, uma alternativa é o crescimento em meio líquido de cultura específico, 

denominado de cultivo submerso ou fermentação submersa (figura 6b). Esta técnica é 

vantajosa devido ao crescimento mais rápido, a obtenção de massa fúngica de qualidade 

consistente, dentre outros (Tang e Zhong, 2002; Cui et al., 2006; Wang et al., 2014).  

No cultivo líquido não ocorre o estágio de formação do corpo de frutificação, mas 

as hifas crescem em conjunto ao longo de uma superfície formando os micélios (Figura 

7), que podem produzir os polissacarídeos exsudatos ou exopolissacarídeos (EPS). Além 

disso, a biomassa produzida pode ser diretamente usada como inóculo para novos 

processos produtivos, como fonte para a produção de metabólitos intermediários, como 
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complemento de alimentos ou nutrientes enriquecidos e para extração de aromas e sabores 

(Maziero et al., 1999; Rosado et al., 2003; revisado de Confortin, 2006; Madigan, 2010). 

 

 

Figura 7. Esquema ilustrativo demonstrando o crescimento micelial a partir de hifas no cultivo 

submerso. (a) inicialmente o esporo (ponto preto) encontra-se junto ao tubo de germinação. Em seguida, 

as fases posteriores demonstram a expansão até a formação do micélio; (b) Estrutura miceliar. Fonte: (a) 

Herbário Nacional da Austrália, 2016; (b) Universidade de Rai, 2016. Com adaptações. 
 

Deste modo, utilizando-se esse bioprocesso também ocorre a obtenção de 

endopolissacarídeos (provenientes de isolados do micélio), além de outras moléculas 

simultaneamente obtidas ao crescimento micelial (Kim, et al, 2001; Cui et al., 2006, 

revisado de Bortoli, 2015). A técnica referida é considerada eficiente para a obtenção de 

polissacarídeos de Ganoderma lucidum, cujos estudos obtiveram um rendimento de 200 

a 1500 miligramas por decilitro (mg/dL) de polissacarídeos (Wang et al., 2014). A tabela 

2 apresenta os polissacarídeos obtidos em métodos de cultivo distintos de Ganoderma 

lucidum. 

 

Tabela 2. Polissacarídeos isolados de diferentes fontes de G. lucidum. 

Fonte: Chang e Miles, 2004. Com adaptações 

Fonte Principais Compostos Obtidos 

Corpo Frutífero 
 

β-(1→3)-D-Glucana 

  

Micélio β-(1→3)-D-Glucana com ramificações β-(1→6) 

  

Meio de Cultura Glicoproteínas 

  

a 

b 
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A composição química dos cogumelos pode variar de acordo com a linhagem, as 

condições de cultivo e fatores ambientais. O cultivo dos basidiomicetos está sujeito a uma 

variedade de condições físico-químicas tais como a aeração, o pH, a densidade, a 

temperatura, a umidade e a composição do substrato de cultura. Recentemente, o cultivo 

submerso tornou-se uma técnica biotecnológica promissora para a obtenção de 

metabólitos com atividades biológicas importantes, devido à facilidade de reprodução das 

condições experimentais (Fang et al., 2002; Tang e Zhong, 2002).  

As técnicas de cultivo submerso são amplamente desenvolvidas para a propagação 

de micélios da maioria dos cogumelos medicinais (Smith et al., 2002; revisado de 

Confortin, 2006), proporcionando taxas elevadas de exopolissacarídeos, dentre eles beta-

glucanas extracelulares que são um dos homopolissacarídeos mais comuns em 

basidiomicetos (Zhang et al., 2007). Ademais, a otimização do crescimento submerso é 

continuamente avaliada, cujos estudos podem utilizar processos baseados em análises 

estatísticas para otimizar a produção de metabólitos (Xu et al., 2002, Cui et al., 2006).  

 

Imunologia dos Polissacarídeos 

 

 Os polissacarídeos com atividade imunoestimulatória podem interagir direta ou 

indiretamente com o sistema imunológico, ativando principalmente monócitos, células 

dendríticas, macrófagos e neutrófilos, bem como desencadear eventos celulares e 

moleculares (Schepetkin e Quinn, 2006; Minato et al., 2016) (Figura 8). 
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Figura 8. Esquema ilustrativo da ativação do sistema imunológico pelo estímulo de polissacarídeos. 

Akt, proteína quinase B; CD, cluster de diferenciação; CR3, receptor do complemento 3;  ERK 1/2, sinal 

extracelular regulado pelas quinases 1/2; GSK3, glicogênio sintase quinase 3-ß; H2O2, peroxido de 

hidrogênio, IFN, interferon; IL, interleucina; JNK 1/2, Jun N-terminal 1/2 quinase; JNK, c-Jun N-terminal 

quinase; MAPK, p38 proteína quinase ativada por mitógeno; MHC II, complexo maior de 

histocompatibilidade classe II; NO, óxido nítrico, O2, ânion superóxido, PAK, quinase ativada por p21; 

PI3K, quinase fosfatidilinositol-3; PTK, proteína tirosina quinase; Rac 1, substrato de toxina botulínica 

relacionada a C3; SR, receptor Scavenger; Src, proteína quinase proto-oncogene; TLR-4, receptor do tipo 

Toll 4; TNF- α, fator de necrose tumoral alfa. Beta-glucanas solúvel e insolúvel também são reconhecidos 

por células dendríticas por meio de dectina-1. Fonte: Ferreira et al., 2015. Com adaptações. 

 

Os carboidratos podem estimular a proliferação e/ou diferenciação de macrófagos 

(Ramesh, et al., 2002), a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), de óxido 

nítrico (Xie et al., 2008), a secreção de citocinas pró inflamatórias como TNF- α, 

interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 12 (IL-12), 

IFN-γ (Ohta et al., 2007; Schepetkin, et al., 2005; Khil'chenko et al., 2011; Xu, 2012) e 

a ativação do sistema complemento (Samuelsen, et al., 2011) e do inflamassoma (Yang 

et al., 2015).  

As células fagocíticas reconhecem os polissacarídeos, dentre eles as beta-

glucanas, utilizando receptores toll like receptors (TLRs) e C-type lectin receptors 

(CLRs) (Abbas et al., 2015), tais como TLR2 e dectina-1, respectivamente. Estudos 
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envolvendo antagonistas e anticorpos monoclonais bloqueadores demonstraram que 

dectina-1 é o principal receptor que medeia as beta-glucanas e a atividade de leucócitos, 

principalmente macrófagos e células dendríticas (Brown et al., 2002; Gantner et al., 2003; 

Rogers et al., 2005; Willment et al., 2005). Goodridge et al. (2011) identificaram o 

mecanismo molecular (Figura 9) pelo qual dectina-1 interage com ligantes solúveis e 

insolúveis de beta-glucanas. O receptor liga-se ao polissacarídeo solúvel e insolúvel, 

contudo a sinalização intracelular foi observada somente quando o receptor se ligou a 

beta-glucanas insolúveis, devido a dependência de grupamentos de diferenciação (CD) 

45 e CD148.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema ilustrativo da formação da sinapse fagocítica. A resposta de dectina-1 é iniciada em 

um sítio de contato de uma molécula insolúvel através da formação de uma sinapse fagocítica. A via de 

sinalização está relacionada a um motivo denominado de hemITAM. As cascatas de tirosina quinase 

iniciadas após a ativação de ambos os receptores, são regulados por uma tirosina fosfatase intrínseca à 

membrana (CD45 e CD148), que são inicialmente requeridas para ativar a família de quinases (SRC) e 

recrutar a molécula adaptadora Syk continuando assim a sinalização intracelular. PTP – proteína tirosina 

fosfatase; ROS – espécies reativas de oxigênio. Adaptado de Goodridge et al, 2011. 

 

Numerosos estudos demonstraram que as beta-glucanas podem potencializar a 

defesa da imunidade inata (Liu et al., 2008; Dubey et al., 2014; Van der Meer et al., 

2015). Estas moléculas podem apresentar tanto atividade estimuladora como supressora 
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(Giaimis et al., 1993; Fuentes et al., 2011). Esta atividade ambígua pode ocorrer devido 

às diferentes fontes e consequentemente composições químicas distintas (Volman et al., 

2010), bem como na capacidade de ligar-se a diferentes TLRs e CLRs. Além disso, a 

literatura diverge sobre o efeito destes polissacarídeos na fagocitose, com trabalhos 

demonstrando o efeito inibitório (estimulo com zimosan, uma beta-glucana proveniente 

de Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae) na fagocitose (Giaimis et al., 1993; Brown 

et al., 2002; Nair et al., 2006; Fuentes et al., 2011) e outros afirmando que após estímulo 

houve o aumento da capacidade fagocítica sobre os microrganismos alvo (Martins et al., 

2008a).   

A contaminação por endotoxinas é um importante aspecto referente a qualidade 

da amostra (isenta de contaminação) que pode interferir na atividade biológica de beta-

glucanas, podendo ocorrer durante o cultivo miceliar ou na preparação destas (Chan et 

al., 2009). A molécula lipopolisacarídeo (LPS) é um potente mediador inflamatório, 

ativando células imunes através dos receptores TLRs e estimulando a secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF- α e Il-1β (Bode et al., 2012; Calil et al., 

2014).  

Assim, várias doenças que resultam na depressão da imunidade do hospedeiro, 

como àquelas causadas por fungos, causam uma severidade. Desta forma, a identificação 

de moléculas que estimulam a reposta imunológica do hospedeiro, como as beta-glucanas 

não contaminadas, é importante para estudos envolvendo estratégias de tratamento destes 

pacientes. 

 

Doenças fúngicas humanas 

 

Recentemente, os fungos patogênicos tornaram-se um problema de saúde global, 

com mais de trezentas espécies fúngicas associadas a infecções em humanos e em 

animais. As principais causas são devidas ao aumento do número pacientes 

imunossuprimidos e susceptíveis a essas infecções, tais como portadores de síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), pacientes em uso de quimioterápicos e submetidos a 

transplantes, bem como à seleção de resistência pelo uso excessivo de antibióticos (Low 

e Rotstein, 2011). Ademais, estimativas indicam que o aquecimento global poderá 
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favorecer uma maior incidência dessas infecções no planeta (Chandler e Watts, 1996; 

Garcia-Solache e Casadevall; 2010; Ramana et al., 2013; Bell et al. 2016). 

 As infecções fúngicas invasivas apesar de apresentarem uma incidência menor 

quando comparadas às infecções superficiais, apresentam uma taxa de mortalidade 

elevada (1,5 milhão de óbitos anualmente). Dentre as espécies responsáveis pelas 

infecções consideradas invasivas estão os gêneros Candida, Aspergillus, Pneumocytis e 

Cryptococcus (Brown et al., 2012; Paramythiotou et al., 2014; Rathore et al., 2016). 

 

Cryptococcus neoformans 

 

 O nome do gênero Cryptococcus ssp. é derivado de duas palavras gregas: krypton, 

que significa escondido (devido à forma de transmissão não perceptível pelo ar) e kokkos, 

que significa semente (devido à forma esférica do microrganismo) (Offiah e Naseer, 

2016). Em 1894, o fungo Cryptococcus neoformans (C. neoformans) foi isolado pela 

primeira vez em uma lesão de periostite tibial pelos médicos alemães Abraham Buschke 

e Otto Busse (revisado em Coelho et al., 2013), que o descreveu como Saccharomyces 

hominis (Figura 10). No mesmo período, o italiano Francesco Sanfelice também o isolou 

em um suco de fruta fermentado, nomeando-o de Saccharomyces neoformans (Walton et 

al., 2005; Lin e & Heitman, 2006; Barnett & Barnett, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Primeiros desenhos de Crytococcus sp. Desenhos do 

patologista alemão Otto Busse em 1894. Fonte: Barnett & Barnett, 

2011. 
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O médico micologista Jean Paul Vuillemin avaliou, em 1901, a nomenclatura dos 

fungos encontrados em 1894. Após análises, denominou o fungo Saccharomyces hominis 

para o nome C. neoformans e o fungo Saccharomyces neoformans para Saccharomyces 

litogenes (Barnett & Barnett, 2011). Contudo, a classificação do gênero Cryptoccocus 

como um gênero homogêneo permaneceu a mesma até 1949, quando Evans (1950) 

classificou as cepas de fungos pertencentes ao mesmo gênero, devido a um ensaio de 

aglutinação de antígenos capsulares usando soro de coelho (Meyer et al., 2009; Barnett, 

2010; Barnett & Barnett, 2011; revisado de Santos, 2014). 

A classificação de Evans foi utilizada anteriormente e é constituída por quatro 

sorotipos, sendo C. neoformans var. grubii sorotipo A, Cryptococcus gattii (C. gattii) 

sorotipos B e C e C. neoformans var. neoformans sorotipo D (Evans, 1950; Meyer et al., 

2009; revisado de Santos, 2014). Em 2009, Meyer et al. Sugeriram uma nova 

classificação baseada em padrões moleculares, pelo sequenciamento multilocus (análise 

de diferentes genes entre espécies).  

Embora o número de espécies do gênero Cryptococcus ser significativo, 

aproximadamente 30 espécies, apenas duas são agentes etiológicos da patologia causada 

pela criptococose: C. gatti e C. neoformans (revisado de Santos, 2014; Offiah e Naseer, 

2016). Os indivíduos imunocomprometidos são acometidos pelo fungo C. neoformans, 

enquanto os imunocompetentes são infectados por principalmente por C. gatti e em 

alguns casos também por C. neoformans (Offiah e Nasser, 2016).   

 

Fatores de Virulência  

 

Os mecanismos de virulência associados à C. neoformans são complexos, porém 

importantes para o entendimento da patogenicidade do fungo. Para que o patógeno 

sobreviva tanto no ambiente externo quanto no hospedeiro são cruciais a efetividade do 

processamento de sinais e sua resposta. Assim, a resposta adequada ocorre pelas vias de 

transmissão de sinais, que são ativadas em resposta a diversas condições microambientais 

e permitem a sua sobrevivência devido a fatores de virulência (Kozubowski, et al. 2009; 

revisado de Barros, 2014). 
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 Dentre os diversos fatores de virulência de C. neoformans há: (1) a capacidade de 

sintetizar melanina devido a presença de compostos fenólicos, gerando proteção e 

estabilidade da parede celular, (2) a atividade de lipases, peptidases e DNAses, entre elas 

as enzimas fosfolipases (B e C) e urease, auxiliando no estabelecimento e disseminação 

do patógeno, (3) a capacidade de tolerância e crescimento a 37 C° (em geral incomum 

para o reino Fungi) e (4) a produção de uma cápsula polissacarídica, uma de revestimento 

e outra externa à parede celular (observada no gênero Crytococcus) (Cox et al., 2000; 

Erickson et al., 2001; Zaragoza et al., 2006; Bahn et al., 2007; Eisenman et al., 2007; 

Robert e Casadevall, 2009; Djordjevic, 2010; Almeida et al., 2015). 

 A capsula polissacarídica é composta por três tipos de polissacarídeos: 

manoproteínas, galactoglicoxilomananas (GalGXM) e GXM (Glucuronoxilomanana), 

que compõem 90-92% da massa capsular (O’Meara e Alspaugh, 2012). Estes 

carboidratos protegem o fungo contra o sistema imunológico do hospedeiro (por exemplo 

a fagocitose), de predadores (fagocitose de amebas e nemátodos) e do ambiente 

(dessecação) (Steenbergen et al., 2003; Zaragoza et al., 2008; revisado de Barros, 2014). 

No hospedeiro, a cápsula atua interferindo no sistema imunológico e protegendo-

se de mecanismos efetores do sistema imune. A interferência a nível imunológico ocorre 

de diferentes maneiras, tais como: produzindo propriedades antifagocitárias, inibindo a 

produção de anticorpos, depletando o complemento, diminuindo a capacidade de 

apresentação antigênica por monócitos, inibindo a migração de leucócitos, por meio da 

indução da apoptose em macrófagos e células T e pela inibição da ação de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio de macrófagos (Zaragoza, 2011; O'Meara e Alspaugh, 

2012). 

 De fato, a estrutura e o tamanho da cápsula são dependentes da localização de C. 

neoformans. O papel do crescimento da cápsula no meio ambiente é incerto, porém relatos 

da literatura indicam que o crescimento ocorre como um mecanismo de proteção contra 

dessecação ou como uma fonte de nutrientes. Uma vez no hospedeiro, o fungo sobrevive 

aumentando a espessura da cápsula, protegendo-o de hipóxia, acidificação do meio e 

depleção de ferro e glicose, mecanismos produzidos pelo sistema imune (Feldmesser et 

al., 2001; Kozel et al., 2003; Zaragoza et. al., 2008; O’Meara e Alspaugh, 2012; Almeida 

et al., 2015).  
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As cepas de C. neoformans não capsuladas são raramente observadas em isolados 

de amostras clínicas e mutações específicas na formação da cápsula resultam em uma 

redução significativa na virulência de C. neoformans (O’Meara e Alspaugh, 2012), 

demonstrando a importância desta estrutura tanto para o patógeno quanto para a 

patologia. 

 

Criptococose  

 

Um estudo demonstrou que crianças na faixa etária de 2 a 5 anos de idade entraram 

em contato e produziram anticorpos contra o fungo C. neoformans. Este trabalho indicou 

ainda que a primeira infecção poderia ocorrer durante este período avaliado (Goldman, 

2001). Ademais, outro estudo de cunho epidemiológico demonstrou que o número de 

casos de criptococose em pessoas saudáveis variou entre dois a nove casos a cada 1 

milhão de indivíduos, enquanto que entre pessoas imunodeficientes a incidência foi de 17 

a 66 mil casos a cada 1 milhão de indivíduos infectados com a HIV (Goldman, 2001). 

Deste modo, estes resultados demonstraram como a deficiência da resposta imune pode 

influenciar em uma diferença importante no número de casos entre os indivíduos 

imunocompetentes e aqueles imunologicamente comprometidos. 

Desde 1980, o número de casos envolvendo o fungo C. neoformans apresenta um 

aumento significativo, principalmente em pacientes imunossuprimidos acometidos pela 

AIDS (Barnett e Barnett, 2011) e em tratamento quimioterápico (Bovers et al., 2008; 

revisado de Barros, 2014). Em 1990, a combinação de medicamentos antifúngicos 

(anfotericina) e de antirretrovirais diminuiu o número de casos. Contudo, em lugares cujo 

acesso aos medicamentos antirretrovirais é inconstante ou inexistente, como partes da 

Ásia e África subsaariana, os números continuaram crescentes (Park et al., 2009; Jackson 

et al., 2012; Rohatgi & Pirofski, 2015).  

Historicamente, a maioria dos casos de criptococose mundialmente é causada por 

C. neoformans var. grubii e var neoformans, exceto na Austrália (Lin e Heitman, 2006). 

Em 2015, uma estimativa global relatou que o número de óbitos de criptococose foi de 

233 mil (Denning, 2016). Do total de pacientes infectados com HIV no mundo, 40% 

apresentaram a criptococose meningocócica no ano 2000 (Powderly, 2000). Nos Estados 
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Unidos, a meningite criptocócica foi diagnosticada em 8% dos casos de pacientes com 

HIV, que resultou em uma taxa de morbidade e mortalidade significante entre 1997 a 

2009 (Pyrgos et al 2013; Rohatgi & Pirofski, 2015). Apesar do tratamento, a meningite 

criptocócica é letal para 20% dos pacientes em um período de dois meses (Perfect et al., 

2010). No Brasil, 5.898 óbitos foram associados a micoses sistêmicas entre 1998 e 2006. 

As principais doenças fúngicas relacionadas aos obtidos foram: (1) criptococose (50,9% 

dos casos), candidíase (30,2%) e (3) histoplasmose (10,1%) (Prado et al., 2009, revisado 

de Santos, 2014). 

As infecções de fungos patogênicos estão associadas a uma alta taxa de 

mortalidade, como no caso de Candida anbicans (20-50%), C. neoformans (20-70%) e 

Aspergillus fumigatus (50-90%) (Balloy e Chignard, 2009; Arendrup et al., 2011; Brown 

et al., 2012; Tripathi e Meena., 2014; Filipuzzi et al., 2016), principalmente em 

indivíduos imunocomprometidos (Brown et al., 2012; Hope et al., 2013). As doenças 

fúngicas ocorrem principalmente pela inalação de conídios infectantes com um a cinco 

μm de diâmetro, atingindo os espaços alveolares e o interstício pulmonar no trato 

respiratório superior (Barbosa et al., 2006; Griffiths et al, 2012). Além do trato 

respiratório ser a via primária de infecção, esta pode ocorrer por trauma ou transplante de 

órgãos infectados. Apesar de os casos de grávidas infectadas com criptococose serem 

incomuns, a transmissão placentária também pode ocorrer (Desalermos et al., 2012; Patel 

et al., 2012; Kiggundu et al., 2014). 

Uma vez nos pulmões, as leveduras são fagocitadas por macrófagos alveolares, 

podendo ocorrer a disseminação hematogênica, que permite ao fungo atingir qualquer 

órgão, principalmente o sistema nervoso central para o qual o patógeno apresenta 

tropismo (Hull e Heitman, 2002).  A figura 11 demonstra o ciclo de infecção de C. 

neoformans. 
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Figura 11. Ciclo de infecção de Cryptococcus envolvendo o ambiente e hospedeiro. No solo, associado às excretas 

de aves (principalmente pombos) ou em árvores, o fungo consegue sobreviver. Outros animais (gatos, cabras e coalas) 

também são considerados dispersores. A espécie C. neoformans é capaz de sobreviver em associação a outros 

organismos (insetos, amebas e minhocas), podendo interagir com bactérias e outros fungos. Uma vez estabelecido o 

imunocomprometimento, o fungo é capaz de tornar-se reativo no hospedeiro, dispersando-se por meio da corrente 

sanguínea e atingindo o sistema nervoso central.  Adaptado de Lin e Heiman (2006). 

 

Em hospedeiros imunocompetentes, a criptococose é assintomática e restrita nos 

pulmões. Contudo, na deficiência de uma resposta imune efetiva o fungo pode utilizar 

seus fatores de virulência e difundir-se para outros órgãos e tecidos (fígado, trato urinário, 

trato gastrointestinal, pele, olhos, glândulas adrenais, ossos, próstata, coração, linfonodos 

e articulações). Ademais, o cérebro é o segundo local mais infectado, causando a 

meningoencefalite (meningite) (Chen et al., 2000; Lin e Heitman, 2006; Casadevall et al., 

2009; Zaragoza et al., 2011). O fato de o número de casos de criptococose (doença 

causada pelo fungo Cryptococcus ssp.) aumentar consideravelmente nos 

imunossuprimidos influenciou nas pesquisas voltadas para a compreensão desta doença. 

Entre 1947 e 2011 foram publicados mais de 9.000 estudos que influenciaram 

positivamente no avanço do conhecimento biológico da resposta imune do hospedeiro à 

C. neoformans (Barnett e Barnett, 2011; Rohatgi e Pirofski, 2015). 
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Imunologia da Criptococose 

 

Diferentes fungos infectam os seres humanos, podendo viver dentro de fagócitos 

e em tecidos extracelulares. Em indivíduos saudáveis, o patógeno é contido de forma 

eficiente após a infecção, mas não é erradicado completamente, gerando a reação imune 

granulomatosa e permanecendo assim de forma latente no hospedeiro (Dromer et al., 

2011). Neste contexto, a imunidade inata atua como a primeira linha de defesa do 

hospedeiro contra o patógeno. Os principais mediadores da imunidade inata contra os 

fungos são: os neutrófilos, os macrófagos e as células dendríticas, atuando cada um de 

forma distinta (Abbas et al., 2015).   

As células dendríticas agem no reconhecimento e internalização do fungo. Neste 

contexto, por meio do reconhecimento de células dendríticas, muitos fungos induzem 

uma resposta Th17, secretando IL-6 e IL-23, estimulando a inflamação e o recrutamento 

de neutrófilos e monócitos que eliminam fungos extracelulares (Abbas et al., 2015). 

Contudo, C. neoformans é um fungo patogênico intracelular. Neste caso, as células 

dendríticas são responsáveis pela comunicação entre a resposta imune inata e adaptativa, 

a partir da apresentação de antígenos para a ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

(Wozniak, 2006; Voelz e May, 2010; Coelho et al., 2013). Adicionalmente, o componente 

capsular GXM inibe a sinalização da molécula adaptadora Syk, interferindo no receptor 

do complexo inflamassoma NLRP3 e facilitando o parasitismo intracelular do fungo (Guo 

et al., 2014, Tavares et al., 2015). 

Embora mais de 80% das leveduras sejam fagocitadas por macrófagos alveolares 

num período de aproximadamente 4 horas (Feldmesser et al., 2000), o mecanismo de 

eliminação não ocorre de forma eficiente, permitindo que o patógeno sobreviva nas 

células fagocíticas (Levitz et al., 1999). Outros mecanismos de resistência relacionados à 

interação C. neoformans e macrófago foram descritos, tais como (1) capacidade de 

permanecer e proliferar no fagolisossomo ativado; (2) disseminar-se sistemicamente a 

partir da permanência do fungo no interior do macrófago e (3) a exocitose não lítica 

(capacidade de evasão do interior do macrófago sem danos celulares (Voelz e May, 2010; 

Johnston e May, 2010).  



 24 

Além de fagocitar, os macrófagos secretam citocinas e quimiocinas para recrutar 

outras células do sistema imunológico, modular a resposta e apresentar antígenos 

(Vecchiarelli, 2000; He et al., 2003; Siddiqui et al., 2006). A imunidade mediada por 

células é o principal mecanismo da imunidade adaptativa contra infecções fúngicas 

(Romani et al., 2011; Davis et al., 2013).  

Posteriormente à resposta imune inata, a imunidade adaptativa é ativada e células 

T CD4+ sinalizam para a produção de citocinas do tipo Th1, como TNF-α e IFN-γ. Neste 

processo inflamatório, as citocinas estimulam a produção de macrófagos classicamente 

ativados (M1), aumentando assim a atividade efetora e resposta contra a criptococose, 

além de manter a infecção sob controle (Vecchiarelli, 2000). Ademais, as células T CD4+ 

e CD8+cooperam para eliminar as leveduras de C. neoformans que colonizam os pulmões 

e o cérebro em imunodeficientes. Todavia, C. neoformans pode inibir a produção de 

citocinas, tais como TNF-α e a IL-12, e estimula a produção da interleucina 10 (IL-10), 

inibindo a ativação destes macrófagos (Abbas, et al., 2015). Os macrófagos podem 

também ser expostos a citocinas do tipo Th2, como interleucina 4 (IL-4) e interleucina 13 

(IL-13), gerando a ativação de macrófagos alternativos (M2) que não são suficientes para 

controlar a replicação fúngica, favorecendo-a (Muller et al., 2007). 

 A resposta protetora observada nesta doença é mediada pela produção de 

anticorpos (Casadevall e Pirofski, 2012), cuja importância foi relatada pela primeira vez 

na literatura em 1980. Os primeiros anticorpos monoclonais produzidos foram contra o 

polissacarídeo GXM (Casadevall et al., 1992) e posteriormente foram propostos como 

uma alternativa terapêutica, uma vez que demonstraram proteção em camundongos 

infectados (Casadevall et al., 1998). Os mecanismos envolvidos nesta proteção envolvem 

a opsonização, a fixação de complemento na superfície do fungo e toxicidade celular 

mediada por anticorpos (Casadevall e Pirofski, 2007).  

A cápsula polissacarídica que reveste C. neoformans, impede que este seja 

englobado por fagócitos (macrófagos e neutrófilos) do hospedeiro, na ausência de 

opsoninas. Além disso, os polissacarídeos GXM e GalXM são secretados para o meio 

externo no qual o fungo se encontra, interferindo na atividade de linfócitos T e 

macrófagos e prejudicando a resposta imune efetora (Kozel et al., 1988; Vecchiarelli et 

al., 2007).  



 25 

Recentemente, foi descrito que a interação de polissacarídeos presentes na parede 

celular dos fungos com o sistema imunológico do hospedeiro é capaz de ativar tanto a 

resposta inata como a adaptativa, devido ao seu potente efeito imunoestimulatório (Dalmo 

e Bogwald, 2008; Ramberg et al., 2010; Ferreira et al., 2015). Em 2014, mais de 7.000 

publicações voltadas para os efeitos biológicos de diferentes beta-glucanas foram 

relatadas na literatura. Contudo, a obtenção dessas beta glucanas não é reprodutível 

devido a vários fatores, tais como processo de obtenção, quantificação e controle de 

qualidade. Assim essas diferenças prejudicam o aceite da comunidade científica e médica, 

uma vez que apresentam características distintas como solubilidade, tamanho molecular, 

cadeias laterais bem como outras características físico-químicas (Vetvicka et al., 2014a).  

Apesar da capacidade imunoestimulatória das beta-glucanas, os fungos 

patogênicos humanos impedem a ativação adequada do sistema imunológico do 

hospedeiro, subvertendo ou mascarando estes polissacarídeos da parede celular, 

contribuindo para a adaptação fúngica oportunista, como nos casos das infecções 

causadas pelos fungos Candida albicans, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides 

brasiliensis, C. neoformans, dentre outros (Vecchiarelli, 2007; Rappleye e Goldman, 

2008; Levitz, 2010; Romani, 2011).   

Além do reconhecimento ineficiente do C. neoformans, sua eliminação também é 

dificultada pelas estratégias de tratamento, uma vez que os fármacos utilizados 

atualmente para o tratamento das infecções fúngicas apresentam eficácia e 

biodisponibilidade limitadas, pequeno espectro de atuação e alta toxicidade (Odds, 2003; 

Sheng, 2011). Ademais, o desenvolvimento de novas drogas seletivas contra fungos, 

especialmente alvos proteicos, tem se mostrado desafiador devido à evolução conservada 

entre estes e o homem, o que resulta em um número limitado de alvos biológicos 

(Denning e William, 2010).  

O papel de agonistas na imunomodulação do hospedeiro (como os 

polissacarídeos) é atualmente estudado, uma vez que estes poderiam potencializar a 

resposta imunológica à infecção fúngica (Antachopoulos e Walsh, 2012). Contudo, a 

diversidade de estudos utilizando beta-glucanas é um desafio, o que poderia ser resolvido 

realizando estudos comparativos. Entretanto, poucos trabalhos comparam a atividade 

biológica de diferentes fontes de beta-glucanas (Vetvicka et al., 2014b; Zhao et al., 2014). 

Esta divergência foi abordada por Vetvicka et al. (2010), indicando que as beta-glucanas 
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não são obtidas igualmente, que diversas fontes comerciais apresentam baixa atividade 

biológica, algumas moléculas apresentam diferentes efeitos biológicos baseado em 

características testadas, e principalmente, não houve relevância clara entre as fontes de 

beta-glucana e a atividade observada. Portanto, novos estudos comparativos sobre 

diferentes fontes de beta-glucanas são necessários para elucidar divergências sobre 

atividades biológicas e imunológicas distintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 27 

OBJETIVO 

Sabendo que a depressão do sistema imunológico está associada à ineficácia da 

proteção do hospedeiro a infecções fúngicas e às limitações terapêuticas, a utilização de 

moléculas agonistas com efeito imunoestimulatório potente, como o caso dos 

polissacarídeos oriundos de cogumelos, ativariam o sistema imune e desencadearia uma 

resposta pró-inflamatória equilibrada que poderia auxiliar na resposta imunitária no curso 

de diversas doenças, no caso dos fungos patogênicos humanos. Considerando que os 

polissacarídeos são capazes de ativar e modular o sistema imunológico inato, o objetivo 

do presente trabalho foi obter e caracterizar exopolissacarídeos dos basidiomicetos 

Ganoderma lucidum e Auricularia auricula e avaliar sua capacidade de modular o 

sistema imunológico do hospedeiro imunocompetente, bem como da resposta imune 

do hospedeiro infectado pelo fungo patogênico Cryptococcus neoformans. 

 

Objetivos específicos: 

1- Produzir polissacarídeos dos basidiomicetos Auricularia auricula e Ganoderma 

lucidum bem como caracterizar as moléculas obtidas quanto a sua composição e 

estrutura. 

2- Avaliar a capacidade imunomodulatória dos polissacarídeos obtidos dos 

basidiomicetos Auricularia auricula e Ganoderma lucidum em células da 

imunidade inata. 

3- Avaliar a atividade imunomodulatória dos polissacarídeos obtidos dos cogumelos 

A. auricula e G. lucidum frente ao fungo patogênico C. neoformans e no curso da 

criptococose. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PARTE 1 - Caracterização da das beta-glucanas obtidas pelos basidiomicetos G. 

lucidum e A. auricula. 

Nesta seção foi padronizada a metodologia para o cultivo submerso sob estresse; 

analisada a composição monossacarídica e a caracterização da estrutura dos 

exopolissacarídeos obtidos após o processo de produção. 

 

1.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Cogumelos 

Os cogumelos A. auricula (cc 309) e G. lucidum (cc 359) foram obtidos no Banco 

de Germoplasma de Cogumelos para Uso Humano da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (EMBRAPA), Unidade Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen, 

sob coordenação da Dra. Arailde Fontes Urben. O termo de autorização de acesso de 

patrimônio genético (número 010342/2014-1, Anexo 9.1) foi concedido pelo Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq. 

 

Produção de polissacarídeos 

 Os cogumelos foram cultivados pela técnica de cultivo submerso. As cepas 

fúngicas isoladas permaneceram a 28 graus Celsius (°C) em placas contendo meio batata 

dextrose (Acumedia, ref. 7585A) ágar (Merck, ref. VM887114) e após crescimento foram 

armazenadas a 4 °C.  

Para a obtenção do pré-inóculo, fragmentos de micélio crescidos em meio de 

cultivo sólido (2 centímetros (cm) por 2 cm) foram adicionados a 100 mililitros (mL) de 

meio batata dextrose líquido estéril, contendo agente seletivo ácido lático filtrado 

(concentração final de 28%, P.V.) (J.T.Baker, Ref. 0194-01) e cultivados a 30°C, por 130 

rotações por minuto (RPM), durante sete dias. Após este período, o inóculo foi preparado 
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a partir do pré-inóculo, contendo 500 mL de meio batata dextrose líquido estéril e agente 

seletivo na mesma concentração e condições de crescimento do pré-inóculo.  

Após o período de crescimento, os micélios obtidos foram centrifugados em tubos 

falcon de 50 mL estéreis à 6.188 x g, 4°C por 12 minutos e o sobrenadante foi descartado. 

Em seguida, os micélios foram lavados com água destilada, os tubos foram centrifugados 

à 6.188 x g, 4°C por 12 minutos e o sobrenadante foi descartado. Esta etapa se repetiu 

mais duas vezes. Após a lavagem foram adicionados ao micélio 500 mL de meio estressor 

denominado de meio de cultivo mínimo nutricional estéril (processo em pedido de 

patente). Em seguida, o micélio permaneceu sob cultivo por 24 horas, a 130 rpm à 30°C. 

Posteriormente ao período de incubação, o meio contendo micélio foi centrifugado a 

6.188 x g, 4°C por 12 minutos. O micélio foi descartado e o sobrenadante foi filtrado 

(papel filtro qualitativo, J.Prolab) e armazenado a -20°C. Após o congelamento o material 

foi liofilizado e armazenado a -20°C para análises posteriores. A separação das frações 

quanto a solubilidade ocorreu adicionando água destilada e solubilização dos 

polissacarídeos solúveis. Em seguida as frações solúveis e insolúveis são centrifugadas a 

5.000 rpm, 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o precipitado contendo a 

fração insolúvel foi solubilizada com água destilada. 

 

Quantificação de carboidratos 

 A quantificação dos polissacarídeos obtidos foi feita pela reação colorimétrica 

baseado em DuBois et al. (1956), com modificações. Basicamente, 50 microlitros (µL) 

de amostras foram adicionados a 500 µL de fenol 4% e 2,5 mL de ácido sulfúrico. Em 

seguida as amostras foram homogeneizadas por 10 segundos e lidas em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 490 nanômetros. 

 

Composição monossacarídica e caracterização estrutural  

 A análise dos constituintes monossacarídicos obtidos dos cogumelos foi feita 

utilizando a técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa 

(GC-MS), baseando-se em Bitencourt (2015). Resumidamente, os espectros foram 

obtidos comparando o tempo de detecção das moléculas padrão de monossacarídeos 
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(Tabela 3) e o tempo de retenção das amostras avaliadas. Estas análises foram feitas no 

Laboratório de Produtos Naturais da Universidade Federal de Goiás (UFG), unidade 

Catalão, sob a coordenação da professora Dra. Elaine Carbonero. 

 

Tabela 3. Monossacarídeos padrão e os tempos de retenção utilizando a coluna 

HP5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A caraterização estrutural dos carboidratos solúveis e insolúveis de A. auricula 

ocorreu pela técnica de ressonância magnética nuclear (RMN), baseando-se em Nyman 

et al. (2016). As análises foram feitas no Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo de 

Meis e Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ) sob a coordenação professor Dr. Vitor Hugo Pomin.  

 

 

 

 

 

Monossacarídeos 

Controle 

Tempo de 

retenção 

D
es

o
x
i-

h
ex

o
se

 Rha Ramnose 17.168 

Fuc Fucose 17.310 

P
en

to
se

s 

Rib Ribose 17.209 

Ara Arabinose 17.363 

Xyl Xilose 17.655 

H
ex

o
se

 

Man Manose 22.757 

Gal Galactose 23.338 

Glc Glicose 23.064 
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RESULTADOS 

 

Análise da produção e composição monossacarídica das frações de A. auricula e G. lucidum. 

 

Os cogumelos cresceram por meio da técnica de cultivo submerso e após estresse os 

polissacarídeos totais exsudatos foram quantificados, cujo rendimento de carboidratos totais por 

litro foi aproximadamente de 90 miligramas (mg) de fração solúvel e 40 mg de fração insolúvel 

de A. auricula e 50 mg de fração solúvel e 43 mg de fração insolúvel de G. lucidum. Os 

monossacarídeos presentes nas frações solúveis e insolúveis obtidos pela análise de  GC-MS de 

A. auricula e G. lucidum estão descritos na tabela 4 e nas figuras 12 e 13. 

 

 

Tabela 4. Composição monossacarídica das frações de Ganoderma lucidum e 

Auricularia auricula. 

 

Rha – Ramnose, Fuc – Fucose, Ara – Arabinose, Xyl – Xilose, Man – manose, Gal – Galactose, glc – 

Glicose. Experimento realizado em triplicata técnica.  

 

 

 

Cogumelo Amostra 
Monossacarídeos (mol%) 

Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Glc 

Auricularia 

auricula 

Fração 

insolúvel 
- 

12,1  

-  

20,1 

- 3,7 

8,0  

- 

19,3 

24,3  

-  

27,3 

10,9  

-  

15,4 

25,2  

-  

33,7 

Fração 

solúvel 
- 

22,1 

- 

27,9 

1,7 - 

7,1  

- 

8,4 

23,4  

-  

24,1 

21,3 

- 

24,9 

18,8  

-  

19,3 

Ganoderma 

lucidum 

Fração 

insolúvel 
- 2,9 1,3 - 

traços 

- 

8,3 

22,1 

- 

 32,2 

15,7 

 - 

23,7 

39,6  

-  

54,2 

Fração 

solúvel 
- 

3,1 

- 

  3,3 

1,6 1,2 6,2 

35,9  

-  

45,7 

21,2 

 - 

29,8 

22,0  

- 

30,0 
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Figura 12. Avaliação dos constituintes monossacarídicos das frações solúveis e insolúveis de 

Auricularia auricula. A análise foi feita pela técnica de GC-MS dos constituintes monossacarídicos das 

frações solúveis (A) e insolúveis (B) de A. auricula. Fuc – Fucose; Xyl – Xilose; Man – Manose; Glc – 

Glicose; Gal – Galactose; Rib – Ribose. 

 

A 

B 
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Figura 13. Avaliação dos constituintes monossacarídicos das frações solúveis e insolúveis de 

Ganoderma lucidum. A análise foi feita pela técnica de GC-MS dos constituintes monossacarídicos das 

frações solúveis (A) e insolúveis (B) de G. lucidum. Fuc – Fucose; Xyl – Xilose; Man – Manose; Glc – 

Glicose; Gal – Galactose; Rib – Ribose; Ara – Arabinose. 

 

 

A 

B 
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Os principais monossacarídeos observados nos experimentos foram fucose, 

xilose, manose, galactose e glicose. Os monossacarídeos mais abundantes das frações 

solúveis foram fucose, manose, galactose e glicose e das frações insolúveis foram glicose 

e manose (Tabela 4).  

 

 

Análise estrutural dos polissacarídeos de Auricularia auricula 

 

 As figuras 14 e 15 demonstram as análises das frações solúveis e insolúveis de A. 

auricula pela técnica de ressonância magnética nuclear e a identificação dos 

assinalamentos dos açúcares glicose e manose. 

 

Figura 14. Espectro de RMN 2D- 1H-13C HSQC da fração solúvel de A. auricula. (δH: 4.9 a 2.1 ppm). 

No painel superior podemos ver o espectro da amostra com os assinalamentos feitos para os resíduos de 

Glcp (G). No painel inferior os assinalamentos obtidos para os resíduos de Manp (M). O numero após a 

letra refere-se ao 1H respectivo no anel glicosídico. Os espectros foram gravados em um espectrômetro 

Bruker 500 MHz Avance III a 298 K. 
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Figura 15. Espectro de RMN 2D- 1H-13C HSQC da fração insolúvel de Auricularia auricula (δH: 3.0 a 

5.0 ppm; δC: 45.0 a 115 ppm). No painel podemos ver o espectro da amostra com os assinalamentos feitos 

para os resíduos de glicopiranose (G) e os assinalamentos obtidos para os resíduos de manopiranose (M). 

O numero após a letra refere-se ao 1H respectivo no anel glicosídico. Os espectros foram gravados em um 

espectrômetro Bruker 500 MHz Avance III a 25 °C. 

 

Conclui-se que as análises das frações solúveis e insolúveis de Auricularia auricula foram 

identificados os açúcares manose e glicose com a identificação do polissacarídeo beta-glucana 

(1,6) (Tabela 5). Outras análises serão necessárias para identificar os outros monossacarídeos 

identificados na Tabela 4, bem como analisar se os polissacarídeos estão ligados ou não. Outras 

análises que corroboram com os resultados estão nos anexos 9.2 – 9.4.  

 

Tabela 5. Análise estrutural das frações de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

* Os monossacarídeos galactose, fucose e xilose detectados nas primeiras análises não foram identificados 

na técnica de ressonância magnética nuclear. 

Cogumelo Fração Estrutura 

Auricularia auricula 

Solúvel 

β-D-Glcp 6 e 

α-D-Manp 2,6 

 

Insolúvel 
β-D-Glcp 6 e 

α-D-Manp 2,6 

Ganoderma lucidum 

 

Solúvel 

 

Em fase de determinação 

 

Insolúvel 

 

 

Em fase de determinação 
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DISCUSSÃO 

 

Os metabólitos de cogumelos, como os polissacarídeos, são capazes de estimular 

diferentes células do sistema imunológico. Os principais efeitos descritos para estas 

moléculas são a mitogenicidade (indutores de proliferação), estimulação de células tronco 

hematopoiéticas e a ativação de células imunológicas, tais como células T helper, B, 

macrófagos, células NK e células dendríticas (Lull et al., 2005). 

A habilidade de extrair e isolar metabólitos de cogumelos é de suma importância 

para modular a resposta imune, uma vez que diversos estudos demonstraram diferenças 

nas propriedades imunomodulatórias, dependendo do método utilizado. Uma molécula 

oriunda de G. lucidum ativou células B murinas e macrófagos, porém não foi capaz de 

ativar células T (Shao et al., 2004), mas polissacarídeos de Phellinus linteus ativaram 

macrófagos e células B e T (Kim et al. 1996). Contudo, Lentinana (oriundo de Lentinula 

edodes) é um estimulador de células T, porém não ativa células B (Liu et al., 1998).  

 Assim, extratos ou metabólitos provenientes de cogumelos devem ser 

selecionados e usados adequadamente para a modulação da resposta, avaliando a origem, 

estrutura e a atividade imunomodulatória (Zhu et al., 2003; Lull et al. 2005). Uma 

maneira de assegurar extratos com atividade biológica é a cultura por cultivo submerso. 

Este processo apresenta vantagens potenciais na produção micelial em um espaço 

compacto, tempo de incubação curto e da diminuição de uma potencial contaminação. A 

otimização da composição do meio de cultura e das condições físico-químicas de 

crescimento podem proporcionar uma regulação, bem como homogeinização da 

composição metabólica fúngica, bem como na obtenção de amostras substancialmente 

padronizadas e puras (Lull et al., 2005).  

Uma vez padronizada, a produção dos polissacarídeos secretados 

(exopolissacarídeos) precisa ser caracterizada e quantificada, uma vez que a sua 

composição reflete a metodologia utilizada para sua obtenção independentemente da 

composição da parede celular e do exsudato extracelular do micro-organismo de origem 

(Donot et al., 2012; Osinska-Jaroszuk et al. 2015). As frações estudadas neste trabalho 

foram analisadas inicialmente pela de quantificação e composição monossacarídica, cujo 

resultado indicou a presença do monômero de glicose, o constituinte do polissacarídeo 
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beta-glucana. Este resultado sugere que a utilização da técnica de cultivo submerso para 

obtenção de carboidratos biologicamente ativos foi bem-sucedida. 

Recentemente, vários fungos filamentosos e leveduras foram considerados 

capazes de produzir EPS, como A. auricula cuja produção foi de até 7.5 gramas por litro 

(g/L) (Wu et al., 2006) e G. lucidum com até 4,8 g/L (Fraga et al. 2014). Neste trabalho 

as concentrações dos polissacararídeos foram menores, devido ao protocolo de produção 

ter sido adaptado para ser realizado em escala laboratorial.  

O tempo de produção e obtenção dos EPS neste trabalho ocorreu entre treze a 

quartorze dias de cultivo. Entretanto, Wan-Mohtar e et al. (2016) reduziram o tempo de 

produção de EPS de G. lucidum de treze para seis dias, aperfeiçoando o processo e 

favorecendo a produção em larga escala. Contudo, esta técnica não foi avaliada neste 

trabalho. 

A análise monossacarídica é uma etapa essencial para indicar o perfil da 

composição dos monossacarídeos de carboidratos complexos estudados. Os principais 

monossacarídeos produzidos foram a fucose, xilose, manose, galactose e glicose, sendo 

que nas frações solúveis os mais abundantes foram a fucose, manose, galactose e glicose 

e nas frações insolúveis foram os monossacarídeos glicose e manose, principalmente 

(Tabela 4).  

O cultivo e a extração do corpo frutífero de A. auricula por Kadnikova et al. 

(2015) produziu os mesmos monossacarídeos descritos neste trabalho, com exceção da 

fucose. Contudo, Zhang et al. (2011) identificaram também a ramnose e arabinose. A 

composição dos monossacarídeos secretados pelo corpo frutífero de G. lucidum foi 

similar à descrita por Peng et al. (2015), exceto para os polímeros de ramnose, arabinose 

e ribose. A glicose foi sempre o monossacarídeo mais abundante obtido (Peng et al., 2015; 

Su et al., 2016). 

Apesar de todas as frações apresentarem os mesmos monossacarídeos, a 

porcentagem entre elas foi distinta. O conjunto dos monossacarídeos secretados por 

cogumelos distintos está diretamente relacionado com os efeitos terapêuticos mostrando 

que o conjunto destes açúcares está associado a distintas atividades biológicas (Soltani et 

al., 2013; revisado de Bitencourt, 2015). 
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Devido a características estruturais distintas, frações solúveis e insolúveis de beta-

glucanas apresentam diferentes aplicações, modos de ação e atividade biológica em geral. 

As duas frações, solúvel e insolúvel, demonstraram papéis importantes em várias funções 

do corpo humano e em doenças relacionadas a distúrbios imunológicos, como o aumento 

da quimiotaxia e adesão dos neutrófilos e o sinergismo nos fatores de crescimento 

mielóide, para aumentar a hematopoiese e mobilizar células progenitoras do sangue 

periférico in vivo. Ademais, estimularam diretamente células progenitoras do sangue 

periférico comprometidas, aumentaram a sobrevivência e regeneração hematopoiética em 

camundongos irradiados, amplificaram a taxa de fagocitose de células tumorais e a 

atividade antitumoral por meio de anticorpos monoclonais (Ali, 2009). A variação do 

tamanho, das estruturas e da composição de diferentes fontes de beta-glucanas ou de 

fungos patogênicos, que consequentemente pode ter um impacto sobre o envolvimento 

do receptor e da sinalização, além de determinar o tipo de resposta imunológica 

subsequente (Underhill e Goodridge, 2012).  

As análises da estrutura de G. lucidum estão em fase de andamento e serão 

finalizadas, bem como novas avaliações serão realizadas para determinar os outros 

constituintes monossacarídicos detectados em ambas as frações insolúveis dos cogumelos 

quanto a estrutura (podendo haver uma única molécula constituída por mais de um tipo 

de açúcar) bem como avaliar outras possíveis atividades biológicas que foram descritas 

anteriormente na literatura. 

Assim, conclui-se que pela da técnica de cultivo submerso utilizado no presente 

trabalho foi possível a obtenção da secreção de polissacarídeos, dentre eles a beta-

glucanas tanto por G. lucidum quanto por A. auricula. 
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PARTE 2. A atividade imunomodulatória dos polissacarídeos provenientes de 

Auricularia auricula e Ganoderma lucidum estimularam a secreção de citocinas pró 

e anti-inflamatória pela ativação dos receptores dectina-1 e TLR2 por via canônica 

in vitro. 

 

Neste capítulo foram avaliados atividade das frações de A. auricula e G. lucidum para (1) 

estimular a produção de citocinas pró-inflamatória (TNF-α) e anti-inflamatória (IL-10) 

em células dendríticas, macrófagos M1 e M2; (2) induzir a citotoxicidade celular; e (3) 

mecanismos de ativação das células do sistema imunológico;  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Obtenção e cultivo de células imunes in vitro 

 

As células murinas foram obtidas de camundongos C57BL/6, em idade adulta, 

acondicionados no biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasília - UnB, 

sob condições apropriadas e fornecimento de água e ração ad libitum.  

Células derivadas de medula óssea foram coletadas do interior da tíbia e fêmur de 

camundongos, por meio de lavado femoral. Posteriormente às análises de viabilidade 

(utilizando azul de tripan) e concentração, as células foram cultivadas de acordo com o 

fenótipo desejado, em placas de petri (Prolab) contendo meio Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) 1640 (Sigma, ref. R4130), 0,2% de bicarbonato de sódio (Sigma, ref. 

S6014), 25 miligramas por mililitro (mg/mL) de gentamicina (Gibco), filtrado usando 

filtro estéril (0,22 micrometros, Kasvi ref. K16-1250). Para obtenção de células 

dendríticas (DC) (“bone marrow derived dendritic cells” - BMDC) e macrófagos 

classicamente ativados (“bone marrow derived macrophages” - BMDM - M1) utilizou-

se um protocolo baseado nos trabalhos de Lutz (1999) e Lutz (2000). Para macrófagos 

ativados alternativamente (BMDM - M2) utilizou-se o protocolo de Kim e et al. (2015), 

com adaptações. Todos os ensaios de cultivo de células murinas in vitro foram realizados 
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em triplicata biológica e repetido por três vezes, bem como todos os procedimentos 

utilizando os animais foram aprovados pelo comitê de ética da Universidade de Brasília 

(UnBDoc no. 66729/2016) (Anexo 9.5). 

 

Ensaio de produção de citocinas 

 

 As células dendríticas e macrófagos (M1 e M2) foram cultivadas em meio RPMI 

estéril (nas mesmas condições descritas anteriormente) em placa de 96 poços, sob 

estímulo de frações solúveis e insolúveis durante 24 horas, a 37°C, 5% de dióxido de 

carbono (CO2). Como controle positivo dos experimentos foi utilizado zimosan depletado 

(Invivogen, ref. 58856-93-2). Em seguida o sobrenadante foi coletado para dosagem de 

TNF- α e IL-10 através da técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), 

usando o kit de TNF-α e Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go! ®, de acordo com as 

instruções do fabricante.  

 

Ensaio de citotoxicidade 

 

A avaliação da citotoxicidade dos polissacarídeos foi realizada pela dosagem de 

lactato desidrogenase (LDH) e iodeto de propídeo (PI) (Invitrogen, ref. P3566). Para o 

ensaio de LDH, utilizou-se o kit CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay ® 

(Promega, ref. G1780), de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as 

células foram cultivadas em meio RPMI estéril (0,2% de bicarbonato de sódio e 25 

mg/mL de gentamicina) em placa de 96 poços, sob estímulo de frações solúveis e 

insolúveis durante 12, 24 e 48 horas, à 37°C, 5% CO2. Após a coleta do sobrenadante, as 

amostras foram analisadas por espectrofotometria, em um comprimento de onda de 490 

nm. O ensaio de iodeto de propídeo (PI) foi realizado utilizando a técnica de citometria 

de fluxo, baseando-se em Coelho et al. 2015. Resumidamente, 5x104 células foram 

incubadas em placa de cultura de células de 6 poços (Kasvi) à 37°C, 5% CO2 e 

estimuladas nas concentrações e períodos indicados nas figuras. Em seguida, as células 

foram desaderidas utilizando o tampão TrypLE (Invitrogen, ref. 12604013), lavadas com 
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Phospahte Buffered Saline - PBS (137 milimolar – mM de NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM 

Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7.2-7.4) 1X, e centrifugadas a 300 x g, por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em PBS e 2% de soro fetal 

bovino. Em seguida, as células foram marcadas com PI (10 microgramas por mililitro - 

µg/mL) durante 5 minutos.  Para o controle positivo de PI utilizou-se etanol 70%, por 5 

a 10 minutos.  

 

Ensaio da possível presença de LPS na atividade biológica dos cogumelos 

 

Para avaliar a possível presença de lipídeos e interferência na atividade dos 

polissacarídeos, foi utilizada o protocolo número 5 de Varelas et al., 2015. De forma 

resumida, foi adicionado isopropanol na proporção de 1:4 às amostras e aquecidas sob 

refluxo por 2 horas. Em seguida as amostras foram centrifugadas à 5000 x g por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado três vezes com acetona 

(proporção 1:1). Em seguida o precipitado foi seco, ressuspendido e utilizado para análise.  

As frações insolúveis (100 µg/mL) e/ou lipopolisacarídeo (LPS, 500 nanogramas 

por mililitro, ng/mL) (Invivogen) foram incubados com macrófagos M1 ou células 

dendríticas em meio de cultura RPMI estéril (nas mesmas condições descritas 

anteriormente) tratados previamente com polimixina B (30 microgramas por mililitro - 

μg/mL, ref. Gibco, 21850-029) (concentração de 5x104 por poço) durante 24 horas, à 

37°C, 5% CO2. Após este período o sobrenadante foi coletado para dosagem de TNF- α 

pela técnica de ELISA como descrito anteriormente. 

 

Ensaio da importância da internalização das frações na capacidade de estimular a 

secreção de TNF-α  

 

Para avaliar a importância da fagocitose na sinalização intracelular após a 

incubação das células com as frações, utilizou-se o bloqueador de fagocitose citocalasina 

D (Sigma, ref. C8273). As células foram cultivadas em placa de 96 poços, em meio de 
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cultura RPMI (nas mesmas condições descritas anteriormente) contendo citocalasina D, 

nas concentrações de 1, 2 e 4 micromolar (µM) durante 1 hora, a 37°C, 5% CO2. Em 

seguida, após a troca de meio de cultura, adicionaram-se as frações insolúveis de 

polissacarídeos, durante 24 horas. O sobrenadante foi coletado para dosagem de TNF-α 

pela técnica de ELISA como descrito anteriormente.  

 

Ensaio de determinação dos receptores de reconhecimento padrão e da sinalização 

intracelular induzida pelas frações avaliadas 

 

Os camundongos utilizados para os experimentos de receptores ineficientes foram 

nocautes de TLR2, TLR4, dectina-1, 2 e 3. Os animais TLR2 e TLR4 KO foram cedidos 

pelo Prof. Dr. João Santana da Silva, da USP/Ribeirão Preto. Os animais dectina-1 foram 

cedidos pelo Prof. Dr. Gordon Brown da universidade de Alberdeen, Reino Unido e os 

animais dectina-2 e dectina-3 foram cedidos pelo Prof. Dr. Bruce Klein, Universidade de 

Wisconsin (Estados Unidos). As células destes animais foram extraídas da tíbia e fêmur 

e cultivadas utilizando protocolo mencionado anteriormente.  Brevemente, as células 

dendríticas ou macrófagos (M1) nocautes ou selvagens foram cultivadas em meio RPMI 

estéril (nas mesmas condições descritas anteriormente) em placa de 96 poços, sob 

estímulo de frações solúveis e insolúveis durante 24 horas, a 37°C, 5% CO2. Em seguida 

o sobrenadante foi coletado para dosagem de TNF- α pela técnica de ELISA como 

descrito no item 2.1.3.  

A ligação dos polissacarídeos a alguns receptores da família dos CLRs também 

foi avaliada, utilizando linfócitos T transgênicos que expressavam o receptor FC gama 

(FcRγ), dectina-1, dectina-2, Mincle (macrophage inducible C-type lectin) e MCL 

(macrophage C-type lectin) (dectina-3). O gene repórter GFP foi inserido na sequencia 

genômica das células, para indicar a ativação e interação ligante-receptor. Após 18 horas 

de incubação, as amostras foram lidas em comprimento de onda de 560 nm. O 

experimento foi baseado em Wüthrich et al. (2015) e realizado no laboratório do Dr. 

Bruce Klein, Universidade de Wisconsin (EUA), com o auxílio do Dr. Isaque Medeiros. 

A interação dos receptores de células dendríticas e macrófagos M1 com as frações 

de cogumelos foi avaliada por meio do cultivo das células em meio RPMI estéril (nas 
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mesmas condições descritas anteriormente) em placa de 96 poços, sob estímulo de frações 

solúveis e insolúveis durante 24 horas, a 37°C, 5% CO2. Em seguida o sobrenadante foi 

coletado para dosagem de TNF- α pela técnica de ELISA como descrito anteriormente.  

Para a avaliação da participação das vias de sinalização de Syk (Spleen tyrosine 

kinase) ou Raf-1 (serine/threonine-protein kinase) após os estímulos com as frações, 

células dendríticas foram incubadas em meio RPMI estéril (nas mesmas condições 

descritas anteriormente) na presença ou não dos inibidores R406 (5 μM, Invivogen) e 

Raf1 Kinase (9 mM, ref. 553008, Calbiochem) que são bloqueadores de Syk e Raf-1, 

respectivamente, e celatrol (5 μM, Invivogen), inibidor do fator de transcrição NF-kB 

(factor nuclear kappa B). Após 1 hora de incubação com os inibidores, as células foram 

incubadas com as frações insolúveis de A. auricula e G. lucidum durante 24 horas. Após 

este período, o sobrenadante foi coletado para dosagem de TNF- α pela técnica de ELISA 

como descrito no anteriormente.  

 

Ensaio da capacidade das frações em estimular a expressão de marcadores de 

ativação das células dendríticas  

 

 A determinação da modulação da ativação das células dendríticas foi realizada 

pela quantificação dos receptores CD80, CD86 e do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe II (MHC-II) após estímulo com os polissacarídeos, por 

citometria de fluxo. Células dendríticas (na concentração de 3x106, placa de seis poços) 

foram cultivadas em meio RPMI estéril (nas mesmas condições descritas anteriormente) 

e estimuladas com a fração insolúvel por 12 horas, a 37°C, 5% CO2. Após este período 

as células foram desaderidas, lavadas com PBS 1X uma vez (300 x g, 5 minutos, 4°C), e 

marcadas com os anticorpos anti-CD11c (APC, eBioscience), isotipo controle IgG1 

(APC, Ebioscience), anti-CD80 (FITC, eBioscience), anti-CD86 (FITC, eBioscience) e 

anti-MHC-II (FITC, eBioscience) de acordo com as instruções do fabricante. 

Posteriormente, as células marcadas foram lavadas três vezes com PBS contendo 2% de 

soro fetal bovino e ressuspendidas no mesmo tampão de lavagem para análise. Para a 

estratégia de seleção de células positivas foram (1) selecionadas populações de células de 

acordo com tamanho e granulosidade para o tipo celular (BMDC) (SSC-A vs FSC-A), 
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(2) excluídos os doublets (grumos de células) (FSC-A vs FSC-W) e (3) selecionadas 

células positivas para o marcador de identificação CD11c+ (Anexo 9.6).  

 

Análise estatística 

 

 Todos os resultados desta parte do trabalho foram analisados com desvio padrão 

da média (SEM) da triplicata biológica feita de um dos experimentos independentes, de 

um total de três análises técnicas. Para avaliar estatisticamente diferenças entre grupos 

experimentais a análise da variância (ANOVA), seguida pelos métodos Sidak, Turkey e 

Dunnett’s foram utilizados pelo software GraphPad Prism (versão 6.0). Os dados foram 

considerados significantes quando p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Avaliação de citotoxicidade de polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma 

lucidum. 

 

A molécula LDH é uma enzima citosólica, cuja detecção no fluido extracelular 

indica morte ou perda da integridade celular, um importante marcador da viabilidade 

celular (Lucisano e Mantovani, 1984; revisado de Monteiro, 2015). Para avaliar possíveis 

efeitos citotóxicos dos polissacarídeos obtidos em células inatas, a dosagem de LDH foi 

feita do cultivo celular de macrófagos (M1 e M2) e células dendríticas estimulados com 

as frações obtidas da Auricularia auricula e Ganoderma lucidum (Figura 18). 

Os resultados indicaram que de todas as frações avaliadas em células dendríticas 

e macrófagos M1, a fração solúvel de A. auricula causou redução total da viabilidade 

celular entre os tempos de 12 a 48 horas, o que não era esperado.  Entretanto, para a fração 

solúvel de G. lucidum e as frações insolúveis de ambos os cogumelos, não houve ação 

citotóxica dos compostos.  Para os macrófagos M2, a fração solúvel de G. lucidum não 
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alterou a viabilidade celular. No caso de A. auricula, a fração solúvel também apresentou 

uma redução da viabilidade, que variou entre (60 a 80%); porém em porcentagem maior 

quando comparado à de células dendríticas e macrófagos M1 (0%). Ademais, para as 

frações insolúveis de G. lucidum (200 μg/mL) a viabilidade foi também reduzida, 

permanecendo entre 5 a 40% e de A. auricula permaneceu aproximadamente em 80%. 

Desta forma, demonstra-se um uma atividade distinta das frações, induzindo um perfil de 

viabilidade celular diferente entre células dendrítica, M1 e M2 (Figura 16).  

 

Figura 16. Viabilidade celular após estímulos com polissacarídeos de A. aurícula e G. lucidum. Os 

tempos avaliados foram de 12, 24 e 48 horas após estímulos. GS 200 - Ganoderma lucidum fração solúvel 

200 μg/mL; GI 50, 100 e GI 200 – Ganoderma lucidum fração insolúvel 50, 100 e 200 μg/mL, 

respectivamente; AS 200 – Auricularia auricula fração solúvel 200 μg/mL; AI 50, 100 e AI 200 – 

Auricularia auricula fração insolúvel 50, 100 e 200 μg/mL, respectivamente; DC – Células Dendríticas; 

M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 Macrófagos alternativamente ativados; controle positivo, 

DMSO (dimetilsulfóxido) 15%, controle negativo – célula não tratada; Linha vermelha pontilhada indica o 

DC 

M1 

M2 
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limite mínimo de viabilidade celular aceitável. Experimento repetido em triplicata biológica. p significante 

< 0,05. 

A figura 16 mostra a viabilidade celular utilizando o iodeto de propídeo, pela de 

citometria de fluxo. O iodeto de propídio foi utilizado, sendo um corante que intercala 

nas bases nitrogenadas do DNA de células não viáveis, produzindo consequentemente 

emissão de fluorescência. Uma vez que a célula é estável, o corante não é capaz de 

atravessar a membrana plasmática em direção ao núcleo (Ormerod et al., 1992; revisado 

de Raele, 2013). Assim, para confirmar os resultados obtidos pela análise de LDH, o 

corante iodeto de propídeo foi adicionado às células nos tempos de 12, 24 e 48 horas após 

estímulos com os polissacarídeos (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Viabilidade celular após estímulos com polissacarídeos de A. aurícula e G. lucidum 

avaliado por citometria de fluxo. Os tempos avaliados foram de 12, 24 e 48 horas após estímulos. GS 200 

– Ganoderma lucidum fração solúvel 200 μg/mL; GI 100 – Ganoderma lucidum fração insolúvel 100 

μg/mL; AS 200 – Auricularia auricula fração solúvel 200 μg/mL; AI 100 – Auricularia auricula fração 

insolúvel 100 μg/mL; DC – Células Dendríticas; M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 Macrófagos 

alternativamente ativados; controle positivo – Etanol 70%, controle negativo – célula não tratada; Linha 

M2 

M1 

DC 
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vermelha pontilhada indica o limite mínimo de viabilidade celular aceitável. Experimento repetido em 

triplicata biológica. p significante quando  < 0,05. 
A figura 16 corrobora com o resultado da figura anterior, cuja viabilidade celular 

de uma forma geral foi considerada aceitável em todos os tempos avaliados, exceto na 

fração AS 200 μg/mL. Além disso, a figura 17 demonstra que a fração solúvel de 

Auricularia auricula e a fração insolúvel de Ganoderma lucidum não apresentaram 

porcentagem baixa de viabilidade celular.  

 

Avaliação da produção de citocinas induzida pelos polissacarídeos de Auricularia 

auricula e Ganoderma lucidum. 

 

 A medicina moderna utiliza com sucesso imunomoduladores de origem natural, 

que interferem em reações biológicas e proporcionam mecanismos de defesa ao 

hospedeiro (Piotrowski et al., 2015). As frações solúveis e insolúveis de A. auricula e G. 

lucidum foram avaliadas quanto à capacidade de estimular a produção de citocinas pró 

(TNF-α) e anti-inflamatória (IL-10) (Figura 18). 

Figura 18. Produção de citocinas após estímulos com polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. 
Sobrenadante do cultivo celular avaliado após 24 horas de estímulo. GS – Ganoderma lucidum Solúvel, GI 

– Ganoderma lucidum Insolúvel; AS – Auricularia auricula Solúvel, AI – Auricularia auricula Insolúvel; 

concentrações de 50 a 200 μg/mL para todas as frações testadas. DC – Células Dendríticas; M1 – 

Macrófagos classicamente ativados; M2 Macrófagos alternativamente ativados; Zimosan Dep. – Zimosan 

DC M1 M2 
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depletado, controle positivo; Análise estatística comparando controle (células não estimuladas) aos 

tratamentos. Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

De acordo com a figura 20, a produção de TNF-α foi observada somente nas 

frações insolúveis para todas as células avaliadas em um padrão dose não dependente. A 

avaliação da secreção de IL-10 indica produção de forma dose dependente entre células 

dendríticas, M1 e M2 somente para a frações insolúveis de A. auricula. Assim, somente 

as frações insolúveis de A. auricula estimularam a produção das duas citocinas avaliadas, 

enquanto a fração insolúvel de G. lucidum indicou atividade apenas para a produção de 

TNF-α. Após o resultado da figura 18, apenas as frações insolúveis dos cogumelos 

Auricularia auricula e Ganoderma lucidum serão avaliados em experimentos posteriores. 

 

Determinação da possível interferência de LPS presente nos compostos de 

Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

A obtenção de compostos de fontes naturais por vezes encontra-se contaminada 

com LPS (Beutler, 2004). Os ácidos graxos participam de processos de sinalização 

intracelular, podendo modular funções do sistema imune (Parveen, 2003). Para avaliar 

uma possível interferência deste componente, frações que induziram a produção de 

citocinas foram tratadas para a remoção de lipídeos. Posteriormente, os polissacarídeos 

foram adicionados em cultura de células dendríticas e o perfil de TNF-α foi analisado 

(figura 19). 

Figura 19. Células dendríticas estimuladas com as frações insolúveis dos polissacarídeos tratados e 

não tratados de A. auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; GI – 

Ganoderma lucidum fração insolúvel; AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentração de 100 
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μg/mL para as amostras testadas; DC – células dendríticas; ns – não significante; Análise estatística 

comparando controles aos tratamentos. Experimento repetido em triplicata biológica. p significante quando 

< 0,05. 

O ensaio indicou que após tratamento das frações insolúveis para a remoção dos 

lipídeos inclusive o LPS, estas não apresentaram diferença na capacidade de estimular a 

produção de TNF-α, indicando que não houve interferência de lipídeos nos estímulos e 

produção da citocina.   

Para confirmar estes dados utilizamos a polimixina B, que é empregado para 

detectar indiretamente a presença de LPS e cuja função é se ligar a regiões do 

lipopolisacarídeo e neutralizá-lo (Kataoka et al., 2002). Os polissacarídeos obtidos dos 

macrofungos foram analisados quanto à presença do contaminante LPS (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Ensaio de polimixina B para detecção de LPS nos compostos de polissacarídeos de A. 

auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; LPS 500 – LPS 500 

ng/mL; GI 100 e 200 – Ganoderma lucidum fração insolúvel; AI 100 e 200 – Auricularia auricula fração 

insolúvel; Concentrações de 100 ou 200 μg/mL para as amostras testadas; M1 – Macrófagos classicamente 

ativados; ns – não significante; Análise estatística comparando controles aos tratamentos. Experimento 

repetido em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

O resultado indica que as amostras de polissacarídeos obtidos podem estar 

contaminadas com LPS, principalmente baseando-se nas amostras não tratadas com o 

inibidor polimixina B (controle) (Figura 20).  
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Para comprovar definitivamente a presença de LPS nas amostras, utilizou-se 

células deficientes para o receptor TLR4 estimulados com os compostos. A análise dos 

estímulos dos polissacarídeos de ambos os cogumelos em células deficientes para o 

receptor é apresentada na Figura 21.  

 

Figura 21. Estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum em células nocautes para TLR4. 
O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; GS – Ganoderma lucidum Solúvel, GI – 

Ganoderma lucidum Insolúvel; AS – Auricularia auricula Solúvel, AI – Auricularia auricula Insolúvel; 

concentrações de 100 e 200 μg/mL para todas as frações testadas; Zimosan – Zimosan depletado 100 

μg/mL; DC – Células Dendríticas; KO TLR4 – receptor TLR4 não funcional; ns – não significante. 

Experimento realizado em triplicata biológica. Análise estatística comparando controle aos tratamentos. p 

significante quando < 0,05. 

 

Os estímulos de ambas as frações dos polissacarídicas de Auricularia auricula nas 

células deficientes para o receptor TLR4 não demonstraram diminuição dos níveis da 

citocina TNF-α, mesmo resultado encontrado no controle (Zimosan depletado). Contudo, 

houve uma redução dos níveis da citocina após estímulo das frações de Ganoderma 

lucidum. De acordo com os resultados obtidos e apresentados, somente as frações 

insolúveis serão utilizadas para análises posteriores, exceto a figura 24. 

 

Avaliação da atividade fagocítica para a sinalização intracelular. 
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O processo de fagocitose envolve a internalização, gerando a ativação do fagócito, 

mas a ativação destas células não está diretamente relacionada com a internalização de 

partículas (Underhill e Goodridge, 2012). Para avaliar a necessidade da internalização e 

transdução do sinal intracelular nas células dendríticas e macrófagos (M1 e M2) 

estimulados com as frações insolúveis dos polissacarídeos, utilizou-se a citocalasina D 

que bloqueia a fagocitose e consequentemente diminui a produção do TNF-α (McCann 

et al., 2005; Vance et al., 2016) (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Produção de TNF-α no bloqueio da fagocitose em células estimuladas com polissacarídeos 

de A. auricula e G. lucidum. Sobrenadante do cultivo celular avaliado após 24 horas de estímulo.GI – 

Ganoderma lucidum fração insolúvel, AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentração de 100 

μg/mL para as amostras testadas; C – controle negativo, amostras não tratadas; DC – Células Dendríticas; 

M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 Macrófagos alternativamente ativados; ns – não significante, 

Análise estatística comparando células não tratadas (controle) aos tratamentos. Experimento realizado em 

triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

A figura 22 demonstrou que a produção da citocina TNF-α não requer a 

internalização das frações insolúveis de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum, uma 

vez que os níveis permaneceram estatisticamente iguais após o tratamento com o inibidor 

citocalasina D. 

 

Avaliação dos receptores e vias de sinalização de TLRs e CLRs sob estímulo dos 

polissacarídeos. 

 

DC M1 M2 

C C C  
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O sistema imunológico, por meio de receptores, reconhece polissacarídeos nas 

frações solúveis e insolúveis de diversos fungos (Brown, 2006). Para avaliar os receptores 

envolvidos na sinalização dos polímeros de A. auricula e G. lucidum, a citocina TNF- α 

foi dosada no sobrenadante da cultura de células obtidas de animais geneticamente 

modificados (nocautes - KO) ou não (WT) para os receptores dectina-1 e TLR2. (Figura 

23).  

Figura 23. Estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum em células nocautes para dectina-

1 e TLR2. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; GI – Ganoderma lucidum Insolúvel; 

AI – Auricularia auricula Insolúvel; concentrações de 100 e 200 μg/mL para todas as frações testadas; 

Controle - zimosan comercial livre de LPS e agonista do receptor dectina-1 – zimosan depletado, 100 μg/m, 

L; DC – Células Dendríticas; KO TLR2 – receptor TLR2 não funcional; KO Dectina-1 – receptor dectina-

1 não funcional; ns – não significante; Análise estatística comparando controle aos tratamentos. 

Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

O estímulo dos polímeros de A. auricula resultou na abolição dos níveis de TNF-

α quando as células não apresentaram o receptor dectina-1 funcional, porém não houve o 

mesmo resultado na ausência funcional dos receptores TLR-2. As frações de G. lucidum, 

em ambas as concentrações testadas, diminuíram em aproximadamente 50% dos níveis 

da citocina na ausência do receptor dectina-1.  

Em relação ao receptor TLR2, a fração insolúvel de Ganoderma lucidum 

(concentração de 100 μg/mL) estimulou níveis menores de TNF-α quando comparado a 

células selvagens, demonstrando a importância deste receptor para a produção da citocina 
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avaliada. As frações de 200 μg/mL de ambos os cogumelos estimularam níveis de TNF-

α elevados (Ganoderma lucidum) ou diminuídos (Auricularia auricula) quando 

comparado ao controle. Após o resultado da figura 23, apenas as concentrações de 100 

μg/mL serão utilizadas para análises posteriores, uma vez que a concentração de 200 

μg/mL estimulou uma produção de TNF- α de maneira inespecífica. 

As frações de parede celular contendo outros componentes além das beta-

glucanas, como é o caso de zimosan, podem interagir com os diversos receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs), e apresentar uma importante atividade biológica in vitro 

(Brown et a., 2003). O polissacarídeo zimosan é capaz de ligar-se à diversos receptores, 

como o TLR-2, CR3 e a dectina-1, provocando uma ativação mediada por interações 

cruzadas entre vários receptores (Adams, et al., 1997; Battle et al., 1998, Williams et al., 

2004, Brown et al., 2006). Ademais, o zimosan depletado é tratado quimicamente para 

interagir somente com a dectina-1. Observando os resultados apresentados anteriormente, 

é possível disser que a fração insolúvel da Auricularia auricula se liga especificamente à 

dectina-1 enquanto G. lucidum se liga tanto ao TLR-2 como a dectina-1. 

Para confirmar a interação dos polissacarídeos obtidos de A. auricula e G. lucidum 

a outros receptores CLRs, em especial à dectina-1, utilizou-se um sistema repórter que 

identifica a interação de estimuladores a determinados receptores avaliados (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Ensaio repórter da interação 

de receptores CLRs e os polissacarídeos 

de A. auricula e G. lucidum.  Células BWZ 

transgênica e sublinhagens expressando 

dectina-1, células B3Z expressando 

dectina-2, Mincle, a cadeia FcRγ, dectina-2 

+ FcRγ, MCL (dectina-3) + FcRγ, dectina-

2 + MCL + FcRγ, Mincle + FcRγ ou Mincle 

+ MCL + FcRγ foram estimuladas com 

polissacarídeos por 18 horas. Após esse 

período, a atividade de lacZ foi mensurada 

em ensaio colorimétrico sob OD 560/620. 

GS – Ganoderma solúvel; GI – Ganoderma 

Insolúvel; AS – Auricularia auricula 

solúvel; AI – Auricularia auricula 

Insolúvel; Concentração de 100 μg/mL para 

todas as frações testadas. Experimento 

realizado em triplicata biológica. p 

significante quando < 0,05. 
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No modelo de estudo, avaliando a ativação individual ou conjunta de receptores 

CLRs, foi analisado se as frações de ambos os cogumelos se ligam apenas ao receptor 

dectina-1. As frações foram incubadas com células de animais geneticamente 

modificados para dectina-2 e dectina-3 e, a dosagem de TNF-α foi realizada (Figuras 25 

e 26). 

 
Figura 25. Estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum em células nocautes para dectina-

2. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; GI – Ganoderma lucidum Insolúvel; AI – 

Auricularia auricula Insolúvel; concentrações de 100 μg/mL para todas as frações testadas; Controle 

(agonista dectina-2) - Furfurmana, 5 μg/mL; DC – Células Dendríticas; DC KO Dectina-3 – receptor 

Dectina-3 não funcional; Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

Figura 26. Estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum em células nocautes para dectina-

3. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; GI – Ganoderma lucidum Insolúvel; AI – 

Auricularia auricula Insolúvel; concentrações de 100 μg/mL para todas as frações testadas; Controle 

Zimosan dep – zimosan depletado 100 μg/mL; DC – Células Dendríticas; DC KO DEC-2 – receptor 

Dectina-1 não funcional; Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 
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Os resultados demonstraram que os polissacarídeos insolúveis do cogumelo A. 

auricula ligaram-se apenas em dectina-1 enquanto a fração insolúvel de Ganoderma 

lucidum ligou-se a dectina-1, mas também ao receptor TLR2 e TLR4. 

  O receptor fagocítico dectina-1 está envolvido no reconhecimento de patógenos 

fúngicos. A ativação deste receptor estimula uma variedade de respostas celulares 

resultando na iniciação de várias cascatas de sinalização, como a via canônica de ativação 

de NFkB dependente de Syk. Contudo, a sinalização via Raf1 também pode ocorrer, 

iniciando a ativação não canônica de NFkB (Rogers et al., 2005; Gringhuis, et al., 2009; 

Drummond e Brown, 2011).  

 A molécula zimosan foi utilizada como controle positivo, uma vez que este 

estimula a produção de TNF-α via dectina-1/SyK/NFkB (Goodridge et al., 2011). A 

avaliação da participação das moléculas Syk e Raf-1, bem como a ativação de NFkB na 

sinalização dos polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum, estão demonstrados na figura 

27. 

Figura 27.  Avaliação da participação de Syk e Raf-1 na sinalização de Auricularia auricula e 

Ganoderma lucidum. O sobrenadante do cultivo celular foi avaliado após 24 horas de estímulo. GI – 

Ganoderma lucidum Insolúvel; AI – Auricularia auricula Insolúvel; concentrações de 100 μg/mL; zimosan 

normal – 100 μg /mL; DC – Células Dendríticas; Análise estatística comparando controle aos bloqueios. 

Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

Após os estímulos com os polissacarídeos e utilizando os bloqueadores de Syk, 

Raf-1 e NFkB, foi constatada a importância da molécula adaptadora Syk na ativação de 
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NFkB/TNF-α, sendo observada a produção da citocina pela ativação do fator de 

transcrição pela via canônica. 

 

Avaliação da expressão das moléculas co-estimulatórias CD80, CD86 e MHC II em 

células dendríticas após estímulo. 

 

O grau de ativação das células dendríticas é correlacionado com a expressão de 

alguns marcadores de superfície celular, dentre eles o MHC II (Lugt et al., 2014), CD80 

e CD 86. A avaliação destes após estímulo com os polissacarídeos de Auricularia 

auricula e Ganoderma lucidum estão apresentados na figura 28 e nos anexos 9.5 e 9.6. 

 

 

Figura 28. Fenotipagem do estimulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum para células 

dendríticas positivas para as moléculas co-estimulatórias CD80, CD86 e MHC II. O tempo de estímulo 

dos polissacarídeos foi de 24 horas DC – Células dendríticas, Zim – Zimosan não depletado, GI – 

Ganoderma lucidum fração insolúvel, AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentração de 100 

μg/mL para todas as amostras testadas; MHC II – complexo de histocompatibilidade tipo II, Isotipo CD11b+ 

(A) Porcentagem de células dendríticas positivas para os receptores CD80, CD86 e MHC II estimulados 

com polissacarídeos; (B) Média da intensidade de fluorescência das células dendríticas positivas para 

CD80, CD86 e MHC II estimuladas com polissacarídeos. Análise estatística comparando células não 

tratadas (controle) aos tratamentos. Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 

0,05. 
 

 

Os polissacarídeos de Ganoderma lucidum estimularam o aumento de expressão 

das moléculas co-estimulatórias de expressão de superfície MHC II e CD 86, 

diferentemente de Auricularia auricula que estimulou a expressão de todas as moléculas 
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avaliadas, um padrão semelhante, porém maior quando comparado ao controle positivo 

zimosan.  

 

DISCUSSÃO  

 

A determinação de atividade citotóxica é uma etapa necessária no estudo de 

moléculas com possíveis aplicações terapêuticas, e, diferentes avaliações podem ser 

realizadas para a sua determinação (Riss et al., 2016). A enzima LDH é um marcador de 

viabilidade celular, da presença de necrose tecidual e da integridade da membrana 

(Cummings et al., 2013), e pode ser utilizada para avaliação de efeitos gerais, como a 

inibição de crescimento e de morte celular em determinadas condições (Galluzzi et al., 

2009; Smith, 2011). A avaliação da viabilidade das células estimuladas com as frações 

dos cogumelos Auricularia auricula e Ganoderma lucidum, pela da dosagem de LDH, 

identificou uma toxicidade celular aceitável após 48 horas de estímulo, exceto para a 

fração solúvel de Auricularia auricula (Figura 16). 

Os ensaios utilizados para avaliação de citotoxicidade envolvem a comparação de 

função e/ou integridade celular e depende do tipo celular e do agente usado para a 

injúria/estímulo (Cummings et al., 2013). Neste trabalho foi realizada uma segunda 

determinação da viabilidade celular, avaliando-se a integridade nuclear utilizado o 

marcador iodeto de propídeo, que demonstrou não haver citotoxicidade em nenhuma das 

frações de cogumelos avaliadas (Figura 17). A morte celular necrótica é avaliada pela 

determinação de lesões na membrana plasmática. Os ensaios de citotoxicidade para 

avaliação de necrose basicamente são a absorção de corantes que intercalam ao DNA, 

caso do iodeto de propídeo, e no vazamento de moléculas intracelulares pela membrana 

plasmática comprometida, como o LDH (Chan et al., 2013). Neste caso, os resultados das 

figuras 16 e 17 demonstraram que não houve necrose celular e comprometimento da 

membrana, indicando que as frações não comprometeram a viabilidade celular, exceto a 

fração solúvel de Auricularia auricula (Figura 16).  

  Os estudos sobre a citotoxicidade de frações de outros cogumelos em células 

saudáveis, como para o tratamento de câncer e de Mycobacterium tuberculosis, bem como 

em monócitos humanos THP-1, demostraram que não há efeitos citotóxicos 
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(Stanikunaite, et al., 2008; Tong et al., 2009; Huang et al., 2012). Contudo, a avaliação é 

necessária para cada modelo avaliado, uma vez que a citotoxicidade pode ocorrer, como 

o caso observado na amostra solúvel de A. auricula (DC e M1) (Figura 16). Uma das 

possíveis causas para a ação tóxica das frações de A. auricula e G. lucidum (Figura 17) 

poderia ser o aumento do influxo de cálcio regulado pelas mitocôndrias, uma vez que o 

estímulo de beta-glucanas (zimosan) resultou em um influxo em mastócitos (Coung, et 

al., 2016). Outra possível causa seria o mecanismo de indução de piroptose, com aumento 

da ativação do inflamassoma, como descrito para beta-glucanas presentes na parede 

celular de hifas de Candida albicans (Wellington, 2014), contudo estes mecanismos não 

foram avaliados neste trabalho. O sistema imunológico, por meio de receptores, 

reconhece tanto beta-glucanas solúveis quanto insolúveis (Brown, 2006) (Figura 24) e 

devido ao tamanho, as beta-glucanas solúveis não induzem a participação do CD45 e do 

CD148, como relatado por Goodridge et al. (2011) e corroborado nas figuras 18 e 24. 

Segundo Lee e Kim (2014), as frações insolúveis dos cogumelos Auricularia auricula e 

Ganoderma lucidum apresentaram uma atividade imunomodulatória quando comparada 

a frações solúveis. Um exemplo é a laminaria, beta-glucana solúvel extraída de algas 

pardas, conhecida como um antagonista dos receptores dectina-1 (Xie et al., 2010; Xu et 

al., 2015). Entretanto, outros estudos indicaram que ambas as frações demonstraram 

papéis importantes em várias funções do corpo humano, e auxiliando no tratamento de 

doenças relacionadas a distúrbios imunológicos, como no aumento da quimiotaxia e 

adesão dos neutrófilos e no sinergismo de fatores de crescimento mielóide (Ali, 2009; 

Revskaya et al., 2012). 

Dentre as citocinas produzidas por estes polissacarídeos (Fuentes et al., 2011), 

estão TNF-α, IFN-γ, IL-1β e IL-10 (Lindequist et al., 2005; Johnson et al., 2009). Apesar 

de haver semelhanças entre as beta-glucanas, estas diferem na capacidade de induzir 

várias respostas celulares, particularmente na produção de citocinas (Lull et al., 2005), 

como observado na figura 18, uma vez que A. auricula estimulou a produção de TNF- α 

e IL-10 enquanto G. lucidum estimou a produção apenas de TNF-α em todas as células 

avaliadas. Além disso, a capacidade de estímulo de A. auricula (Zuo, et al., 2008) e G. 

lucidum (Zhu, 2007; Cheung e Ooi, 2009) na produção de TNF-α já foi relatada na 

literatura anteriormente, corroborando com os dados observados com as frações 

insolúveis deste trabalho (Figura 18). Ademais, a obtenção de polissacarídeos pela técnica 
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de cultivo submerso resulta na obtenção de biomoléculas diferentes quanto comparada à 

extração utilizando-se o por corpo frutífero. 

A secreção de IL-10 ocorreu apenas após a estimulação das células com as frações 

insolúveis de A. auricula. (Figura 18). A produção de determinadas citocinas por 

diferentes grupos celulares (como DCs e macrófagos) é importante nos processos de 

diferenciação e ativação dos linfócitos T helper (Abbas et al., 1996; Kronin et al. 2000), 

como células dendríticas que secretam IL-10 favorecendo um perfil de células Th2 e 

inibindo a síntese de IL-12 e a via Th1 (Koch et al., 1996; revisado de Kaiko et al., 2008), 

demonstrando a ação estimulatória dos polissacarídeos obtidos de ambos os cogumelos. 

Os macrófagos M2, cuja resposta é de reparo tecidual, também secretaram TNF-α após 

estímulo A. auricula, indicando que os polímeros deste macrofungo conseguem reverter 

a polarização da célula. Assim, as frações insolúveis de A. auricula estimularam a 

produção das duas citocinas avaliadas, enquanto G. lucidum demonstrou uma atividade 

pró-inflamatória estimulando apenas a produção de TNF-α.  

A produção de TNF-α é também resultado de ativação de outros receptores, além 

dos ligantes de beta-glucana, como o TLR-4. Neste sentido foi importante descartar que 

a produção desta citocina ocorreu por um ligante (LPS) de TLR-4 que poderia estar 

contaminando as amostras analisadas, como o LPS. Neste contexto, a análise de 

contaminantes das amostras deste trabalho faz-se necessária. Um dos primeiros testes 

descritos para a detecção indireta de LPS foi o ensaio pirogênico de coelho, que 

posteriormente foi substituído pelo teste de lisado de Limulus amebocyte (LAL) 

(Hermanns et al., 2012). Contudo, diversos estudos demonstraram que este último não é 

um método totalmente seguro para detecção de LPS em amostras complexas (caso das 

moléculas deste trabalho) (Grallert et al., 2011; Gnauck et al., 2015; Reich et al., 2016), 

impulsionando o desenvolvimento de outros testes, como o rFC (fator recombinante C) e 

o EndoLISA (Loverock et al., 2010; Grallert et al., 2011). Uma alternativa para esta 

análise é o ensaio utilizando o polipeptídeo catiônico polimixina B, um antibiótico com 

afinidade elevada pelo LPS, que o neutraliza (Kataoka et al., 2002; Esteban et al., 2013). 

Assim, as frações de cogumelos A. auricula e G. lucium foram incubadas previamente 

com polimixina B e sugeriram uma possível contaminação por LPS (Figura 20), o que 

não era esperado. A molécula LPS é um potente estimulador da resposta imune inata 

(Takeuchi e Akira, 2010), pela ativação direta de TLR4, reconhecendo preferencialmente 

o domínio Lipídeo A da molécula LPS (Knirel e Valvano, 2011). Dessa forma, as frações 
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dos cogumelos foram reavaliadas, estimulando células dendríticas contendo o receptor 

TLR4 funcional ou ineficiente, cujo resultado sugeriu novamente a contaminação 

somente das frações de G. Lucidum (Figura 21). Contudo, estudos anteriores 

demonstraram uma interação entre os polissacarídeos de G. lucidum e o receptor TLR4 

(Batbayar et al., 2011) para a produção de IL-1β em macrófagos peritoneais de Balb/C 

(Shao et al., 2004), o que poderia justificar o resultado dos carboidratos de Ganoderma 

lucidum ao receptor TLR4 deste trabalho (Figura 21). Considerando o resultado da figura 

19 (avaliando comparativamente as amostras tratadas e não tratadas com remoção de 

lipídeos), pode-se inferir que as frações de G. lucidum não estariam contaminadas com 

LPS. Uma possível justificativa para os resultados observados no ensaio de polimixina B 

(Figura 20) seria uma ligação inespecífica de polimixina B às regiões semelhantes entre 

aquelas observadas no LPS e que também podem estar presentes nas frações dos 

cogumelos.  

 As atividades das beta-glucanas descritas na literatura não estão diretamente 

relacionadas com a sua internalização.  O processo de fagocitose envolve a etapa de 

internalização das partículas estranhas ao hospedeiro, processo necessário para a 

eliminação de microrganismos, além de ser essencial para o processamento e 

apresentação antigênica. No entanto, a ativação celular não depende do processo de 

fagocitose, como na produção de citocinas, podendo ser induzidas na ausência da 

internalização do alvo (Underhill e Goodridge, 2012). Os polissacarídeos avaliados neste 

trabalho (Figura 22) não necessitaram da internalização para desencadear a sinalização 

intracelular e posterior produção da citocina TNF-α. Segundo Underhill e Goodridge 

(2012), polissacarídeos de massa molecular elevada induzem um processo conhecido 

como fagocitose “frustrada” e apesar da falta de internalização podem produzir uma 

grande quantidade de citocinas pró-inflamatórias. No entanto é importante ressaltar a 

capacidade de internalização das beta-glucanas pelo mecanismo de endocitose, como 

observado por Herre e et al. (2004). Estes dados também foram analisados por Ozment e 

et al. (2012), que observaram partículas de beta-glucana solúveis proveniente de S. 

cerevisiae, localizadas no complexo de Golgi, indicando que as frações foram 

internalizadas por endocitose. A produção de TNF-α pelas partículas de beta-glucana 

insolúveis independem da fagocitose ou endocitose (McCann et al., 2005), corroborando 

com o resultado obtidos neste trabalho (Figura 22). As moléculas zimosan e curdlan, 

ambas agonistas do receptor dectina-1 (Song et al., 2015; Zhu et al., 2015) estimularam 
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a produção de citocinas por mecanismos distintos, sendo que zimosan precisa ser 

fagocitado enquanto curdlan não (McCann et al., 2005; Calugaru et al., 2009). Todas 

essas diferenças observadas para as frações solúveis e insolúveis/internalizadas ou não, 

podem ser explicadas pelas características físicas distintas como solubilidade, cadeias 

principal e lateral (Ozment et al., 2012) ou pela interação com receptores distintos como 

observado por Goodridge et al. (2011). 

No processo de internalização, a ligação aos receptores de reconhecimento padrão 

é muito importante para a ativação das células. Os receptores descritos como importantes 

nos processos de reconhecimento antigênico na imunidade inata estão associados com a 

sinalização intracelular e os mecanismos efetores observados. Duas classes destes 

receptores foram descritas como sendo os principais, os CLRs e TLRs (Medzhitov, 2009; 

Thaiss et al., 2016). Além do reconhecimento individual destes receptores, estes ainda 

cooperam sinergicamente. Recentemente, um receptor que foi considerado importante 

para o reconhecimento de beta-glucanas são os dectina (dectina 1-3) (Brown et al., 2006; 

revisado por Huang et al., 2015).  Baseado na alta massa molecular e na afinidade, os 

polissacarídeos são capazes de interagir com vários receptores, tais como Receptor do 

Complemento 3 (CR3), Lactosilceramida (LacCer), dectina-1 e TLR2 (Enshasy e Hatti-

Kaul, 2013). Neste contexto, foi avaliada a capacidade dos polissacarídeos de A. auricula 

e G. lucidum ligarem-se aos receptores dectina-1 e TLR2 estimulando a produção de 

TNF-α. A figura 23 demonstrou que a fração insolúvel de G. lucidum ligou-se aos dois 

receptores avaliados diferentemente de A. auricula, que se ligou apenas a dectina-1, 

mesmo resultado obtido pelo controle zimosan depletado, agonista apenas de dectina-1 

(Megias et al., 2016).  

Os resultados obtidos na figura 24 demonstraram que houve interação das frações 

com apenas dectina-1 dentre os receptores CLRs analisados. Assim a produção parcial de 

TNF-α pelos polissacarídeos de Ganoderma lucidum, na ausência de dectina-1 (Figura 

24), sugerem que outros monossacarídeos podem estar estimulando os demais receptores, 

tais como CR3, TLR-2 e o receptor de manose. O receptor dectina-1 reconhece beta-

glucanas (1,3) e (1,6) solúveis e insolúveis, oriundas de várias fontes. Este receptor 

medeia sua própria sinalização intracelular, iniciando a produção de várias citocinas e 

quimiocinas como o TNF- α, IL-2, IL-10, IL-12 e a proteína inflamatória de macrófagos 

2 (MIP2) (Gantner et al., 2003; Brown et al., 2003; Steele et al., 2003; Rogers et al., 

2005). Os níveis de citocinas produzidas pelas células são mais elevados quando ocorre 
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a co-ativação dos receptores dectina-1 e TLR2 (Underhill e Goodridge (2012), cujos 

dados deste trabalho demostraram esta ligação cruzada dos receptores nas frações do G. 

lucidum, que também aumentou a produção de TNF-α enquanto comparado com as 

frações de Auricularia auricula (Figura 23). A capacidade de beta-glucanas provenientes 

de G. lucidum ligarem-se a dectina-1 foi descrita anteriormente (Batbayar et al., 2011; 

Wang et al., 2012). Contudo, não existem dados na literatura que demonstraram a ligação 

de dectina-1 aos polissacarídeos de A. auricula, sendo este um dos primeiros trabalhos 

que relata este reconhecimento.  

Para corroborar com o resultado obtido da figura 24, um sistema de linfócitos 

transgênicos que indicou a ligação de das frações solúveis e insolúveis de G. lucidum e 

A. auricula apenas ao receptor dectina-1, células contendo receptores ineficientes de 

dectina-2 e 3 foram estimuladas com frações insolúveis dos macrofungos (Figura 25 e 

26). Os resultados indicaram que a ausência funcional dos receptores dectina-2 e 3 não 

interferiu na produção de TNF-α. Alguns receptores CLRs formam homo ou hetero 

oligômeros para aumentar a avidez por ligantes multivalentes (Cummings e McEver, 

2009) e potencializar a resposta, como dectina-3 (MCL) e dectina-2 que formam um 

complexo heterodimérico para aumentar a habilidade de reconhecimento a Candida 

albicans (Zhu et al., 2013). Ademais, dectina-3 também se associa com Mincle, 

aumentando a expressão do próprio Mincle (Lobato-Pascual et al., 2013), porém a 

atividade biológica da associação destes receptores não está claramente definida (Miyake 

et al., 2015). Esta resposta potencializada pela associação dos receptores não foi 

observada com as frações insolúveis estudadas de A. auricula (Figuras 21, 23, 24, 25 e 

26) e G. lucidum (Figuras 24, 25 e 26). Uma das preocupações deste trabalho foi que 

outros monossacarídeos presentes nas frações pudessem interferir na ativação das células 

estudadas. No entanto, os monossacarídeos estavam presentes tanto nas frações solúveis 

como nas insolúveis e foi observado atividade nas frações insolúveis avaliadas. 

 A ativação de Dectina-1 resulta na transdução de sinal pela via de sinalização 

ITAM/Syk/CARD9 (Drummond et al., 2011; Drummond et al. 2016).  À jusante de Syk, 

CARD9 forma um complexo com BLC10 e MALT1, levando à ativação do fator de 

transcrição NF-kB (Lionakis e Netea, 2013). Gringhuis et al. (2009) descreveram que 

curdlan sinaliza para uma segunda via independente de Syk, mas que também ativa NF-

kB, denominada de via não canônica, dependente de Raf-1 (Zhao et al., 2016). Desta 

forma, avaliou-se qual destas vias de ativação foi desencadeada pelos polissacarídeos de 
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Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. O resultado (Figura 27) demonstrou que as 

frações de ambos os cogumelos acionaram somente a via de sinalização canônica e 

consequentemente a ativação do fator de transcrição NF-kB e produção de TNF- α em 

células dendríticas, o que pode inferir em mecanismos da resposta imune distintos. 

 Um outro mecanismo de avaliação da ativação celular é o aumento da expressão 

de moléculas co-estimulatórias presentes na membrana celular. Dentre estas moléculas 

estão aquelas que permitem uma maior interação entre células apresentadoras de 

antígenos (APCs) e linfócitos T (Fooksman et al., 2010; Lim et al., 2012). As moléculas 

co-estimulatórias expressas pelas células dendríticas são fundamentais para a correta 

ativação da resposta imune adaptativa, destacando-se CD28, CD80 e CD86 (Lim et al., 

2011; Lim et al. 2012). Avaliando a capacidade de as frações insolúveis de Ganoderma 

lucidum, Auricularia auricula e zimosan (controle) ativarem moléculas co-estimulatórias 

em células dendríticas, houve um nível de expressão aumentado das moléculas CD 80 

(apenas Auricularia auricula e zimosan), CD86 e MHC II (todos) significativo quando 

comparado aos níveis basais (Figura 28). Além disso, relatos da literatura também 

mencionam a capacidade de outros polissacarídeos estimularem o aumento dos níveis de 

expressão de CD80, CD86 e MHC II, como curdlan (Kim et al., 2016) e LPS (Wei et al., 

2011). O aumento da expressão destas moléculas pode contribuir para uma resposta 

imune adaptativa mais efetiva, podendo estas frações ser utilizadas como adjuvante de 

tratamento de algumas doenças que cursam juntamente à depressão da resposta imune 

celular. Uma fração polissacarídica de G. lucidum apresentou a capacidade de ativar 

células dendríticas maduras, aumentando a expressão de CD40, CD54, CD80, CD83, 

CD86 e MHC II, bem como a ativação de linfócitos TCD4 e TCD8 (Lai et al., 2010; 

Dhama et al., 2015). Não foram encontrados relatos na literatura referente ao aumento da 

expressão de CD 80, CD86 e MHC II após estímulo com polissacarídeos de A. auricula.  

Ademais, os polissacarídeos de cogumelos induzem um efeito regulatório na maturação 

e função de células dendríticas, o que consequentemente pode aumentar a capacidade de 

DCs promoverem a proliferação de células T virgens ativa a resposta imune mediada por 

linfócitos. Vários extratos de macrofungos apresentam a habilidade de modular a 

capacidade de diferenciação de células TCD4+ que promovem uma polarização Th1 ou 

Th2, causando efeitos particulares em diversas doenças (Borchers et al., 2004; Lull et al., 

2005).  Além disso, a co-estimulação de células dendríticas propicia sinais importantes 
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que podem influenciar, de tal modo que resultam na indução tanto de células T efetoras 

como regulatórias (Steinman, 2003; Zygmunt e Veldhoen, 2011; Huang et al., 2013a).  

Assim, conclui-se que os polissacarídeos insolúveis de G. lucidum e A. auricula 

foram capazes de estimular as células inatas de maneira distinta, secretando por meio dos 

receptores TLR2, TLR4 e dectina-1 e da via canônica de sinalização as citocinas TNF- α 

e IL-10, bem como estar relacionado na imunidade adaptativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 65 

PARTE 3.  A atividade imunomodulatória dos polissacarídeos oriundos de 

Auricularia auricula auxiliam a imunidade inata e a sobrevida de animais infectados 

pelo fungo patogênico Cryptococcus neoformans. 

 

Neste capítulo foi avaliada a atividade das frações insolúveis de A. auricula e G. lucidum 

nas infeções in vitro analisando-se (1) a capacidade de adesão e internalização; (2) a 

capacidade microbicida (3) a produção de citocinas pró-inflamatórias e NO- (4) a 

produção de espécies reativas de oxigênio; (5) a expressão de genes relacionados à defesa 

da imunidade inata; (6) e na infecção in vivo avaliando (7) a capacidade de aumentar a 

sobrevida de animais experimentalmente infectados. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Avaliação do índice de adesão e internalização de Cryptococcus neoformans após 

estímulo com frações de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

 As leveduras de C. neoformans (var. grubii sorotipo A, H99) foram incubadas em 

meio Sabouraud (Acumedia, ref.7617) líquido estéril à 37°C, sob agitação de 120 rpm, 

durante 24 horas. Após este período, as leveduras foram lavadas três vezes com PBS 1X, 

quantificadas e em seguida opsonizadas com anticorpo 18B7 (5 μg/mL) (que reconhece 

GXM, cedido gentilmente pelo Dr. Arturo Casadevall, Universidade Johns Hopkins, 

EUA) durante 1 hora, a 37°C, 5% CO2.  

As células DC, M1 e M2 foram cultivadas em meio RPMI estéril (nas mesmas 

condições descritas anteriormente, Parte 2) em placa de 96 poços contento 5x104 células, 

sob estímulo de frações insolúveis (100 μg/mL) durante 24 horas, a 37°C, 5% CO2. 

Posteriormente, adicionaram-se as leveduras às células, em uma proporção de cinco 

leveduras para uma célula (MOI 5:1), durante 2 horas. Em seguida, após três lavagens 

com PBS (1X) utilizou-se a coloração do kit panótico rápido (LB laborclin ref. 620529) 
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para auxiliar na contagem de leveduras aderidas à membrana celular ou internalizadas. O 

cálculo do índice de internalização foi baseado em Thomaz (2012). 

 

Determinação da atividade microbicida, produção de citocinas e óxido nítrico 

durante a infecção por Cryptococcus neoformans após estímulo com frações de 

Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

 Nestes experimentos, células dendríticas e macrófagos (M1 e M2) foram 

cultivados em meio RPMI estéril (nas mesmas condições descritas anteriormente, Parte 

II) em placa de 96 poços contento 5x104 células, sob estímulo de frações insolúveis de 

polissacarídeos, um agonista de dectina-1, zimosan depletado (100 μg/mL), um agonista 

de TLR-2 – Pam3 (300 μg/mL) e um agonista de TLR-4 – LPS (500 ng/mL), durante 12 

horas, a 37°C, 5% CO2. Posteriormente, leveduras de H99 previamente opsonizadas, 

foram adicionadas no tempo de 24 horas (MOI 5:1). Após os períodos de incubação, o 

sobrenadante foi coletado para análises e os poços foram lavados cinco vezes com RPMI. 

Em seguida, as células foram lisadas com uma solução aquosa de dodecil sulfato de sódio 

(SDS) 0.05% (Bio-Rad, (ref. 1610302), diluídas em PBS (1X) numa proporção de 1:100, 

plaqueadas em meio Sabouraud Ágar (ref. 7150, Acumedia) estéril e incubadas à 37 °C 

por 48-72 horas. A porcentagem de eliminação de C. neformans pelas células avaliadas 

foi obtida pela diferença entre os números de unidade formadora de colônias durante os 

dois tempos avaliados, 2 e 24 horas para os experimentos de unidades formadoras de 

colônia. 

O sobrenadante do cultivo celular de DC, M1 e M2 foi coletado antes e após os 

períodos de infecção avaliados para dosagem das citocinas TNF-α e IL-1β (utilizando a 

técnica de ELISA, kits de TNF-α e Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go! ® 

Ebioscience, de acordo com as instruções do fabricante).  

A dosagem indireta de oxido nítrico (NO-) foi feita a partir do sobrenadante 

coletado antes e após a infecção, baseando-se no protocolo de Green et al. (1981), 

formando a reação colorimétrica de Griess. Brevemente, as estimativas dos níveis de NO 

foram obtidas a partir do consumo de elétrons de NO3
- em NO2

- pela adição de 

sulfanilamida, que reagindo forma um composto diazônico (NO2
-). Este reage com 
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bicloridrato-N-(1-naftil)-etilenodiamina para formar um composto de coloração rósea, 

quantificado através de espectrofotômetro (520-550 nm). Os valores analisados foram 

obtidos baseando-se na curva padrão, cujos valores foram de 1,56, 3,12, 6,24, 12,48, 

24,96, 49,92 e 99,4 micromolar (μM) (Green et al., 1981; revisado de Siqueira, 2010). 

 

Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio durante a infecção por 

Cryptococcus neoformans após estímulos de Auricularia auricula e Ganoderma 

lucidum. 

 

 A avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio foi realizada pela técnica 

de citometria de fluxo.  Assim, as células M2 foram cultivadas em meio RPMI estéril (nas 

mesmas condições descritas anteriormente, Parte 2) na quantidade de 3x106 (placa de seis 

poços) por 12 horas com estímulos de frações insolúveis de 100 μg/mL de A. auricula e 

G. lucidum a 37°C, 5% CO2.
 Após o período de incubação das frações, as células foram 

marcadas utilizando o kit Cell ROX Deep Red (ref. C10422, Thermo Fisher) de acordo 

com as instruções do fabricante. Posteriormente à marcação, as células foram desaderidas, 

lavadas duas vezes com PBS e 2% de soro, e ressuspendidas com o mesmo tampão de 

lavagem para leitura no citômetro. As leveduras de C. neoformans foram previamente 

mortas por calor, incubadas a 65°C por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas três vezes 

com PBS (1X) e opsonizadas com anticorpo 18B7 conforme protocolo prévio descrito na 

Parte 2. Após, leveduras mortas por calor foram incubadas por duas horas com as células 

M2 (MOI 5:1) que foram previamente estimuladas com polissacarídeos insolúveis dos 

cogumelos avaliados. Posteriormente ao período de infecção, as células foram marcadas 

(utilizando o kit descrito acima), desaderidas, lavadas duas vezes (PBS e 2 % de soro fetal 

bovino) e ressuspendidas no mesmo tampão de lavagem para análise no citômetro. Para 

a estratégia de seleção de células positivas foram (1) selecionadas as populações de 

células de acordo com tamanho e granulosidade para o tipo celular (BMM) (SSC-A vs 

FSC-A), (2) excluídos os doublets (grumos de células) (FSC-A vs FSC-W) e (3) 

selecionados as células positivas para o marcador de identificação anticorpo-ROS-APCS 

(Anexo 9.8). 
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Ensaio de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) em células M2 estimuladas 

com frações de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum e infectadas com 

Cryptococcus neoformans. 

 

As células M2 foram cultivadas em meio RPMI estéril (nas mesmas condições 

descritas anteriormente) na quantidade de 3x106 (placa de seis poços) com frações 

insolúveis de 100 μg/mL dos cogumelos por 12 horas, a 37°C, 5% CO2. Posteriormente, 

o RNA das células estimuladas foi extraído utilizando Trizol (Invitrogen, ref. 15596-026), 

conforme protocolo previamente estabelecido (Invitrogen, 2016). O RNA foi 

quantificado e armazenado a -80 °C. Outro grupo experimental de macrófagos M2 foi 

previamente estimulado com frações insolúveis (100 μg/mL) dos polissacarídeos 

estimulados durante 12 horas e em seguida, infectado com C. neoformans opsonizado 

com anticorpo IgG 18B7 (MOI 5:1) por 2 horas. Após o período de infecção, o RNA das 

células foi extraído utilizando o mesmo protocolo mencionado. A concentração e a pureza 

do RNA extraído foram avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo 

Scientific), aferindo a absorbância em 260 nm e a razão de A260/A280. As amostras de 

RNA foram aplicadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL) 

para avaliar integridade e qualidade do RNA (Figura 29).  

 

 

 

Figura 29. Extração de RNA de macrófagos M2 

estimulados com polissacarídeos e infectados com C. 

neoformans. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi 

de 12 horas; Tempo de infecção após estímulo com 

polissacarídeos foi de 2 horas; Polissacarídeos usados - GI – 

Ganoderma lucidum fração insolúvel; AI – Auricularia 

auricula fração insolúvel; Concentrações de todos os 

estímulos foi de 100 μg/mL; M2 – macrófagos 

alternativamente ativados; 1- macrófagos sem estímulo; 2 – 

macrófagos infectados com C. neoformans; 3 e 4 – 

macrófagos estimulados com AI e GI, respectivamente; 5 e 

6 – macrófagos estimulados com AI e GI, respectivamente, 

e infectados com C. neformans.  

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
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A síntese de cDNA foi feita a partir de 1μg de RNA total de cada amostra, 

utilizando o kit RT2 First Strand Kit (Qiagen, ref. 330404), conforme instruções do 

fabricante. Para a PCR em tempo real, o kit Fast Syber® Green Master Mix (Applied 

Biosystems, A25776) foi utilizado, observando as recomendações do fabricante. Uma 

alíquota de 1/10 da reação de cDNA foi adicionada à reação de amplificação de PCR em 

tempo real, em um volume final de 10 μL (5 μL de SyBr® green master mix (Applied 

Biosystem), 3,6 μL de cDNA, 2 μL de água deionizada e 0,2 μM de cada oligonucleotídeo 

específico (forward e reverse) (Tabela 6). Todos os oligonucleotídeos foram validados 

previamente. 

 

Tabela 6. Oligonucleotídeos utilizados para a qRT-PCR. 

 

Como controle interno, foram utilizados os oligonucleotídeos que amplificam o 

RNA mensageiro da proteína ribossomal 40S (gene Rps9). As condições de ciclagem 

estão descritas na tabela 7.  

Gene Primer forward (5’→3’) Primer reverse (5’→3’) 

Il10 CGCAGCTCTAGGAGCATGTG GCTCTTACTGACTGGCATGAG 

Il1r1 TGCTGGTCAGGAGACTTTCA CCGGCAGTTTCTCCTTAGTG 

Nos2 

(iNOS) CGAAACGCTTCACTTCCAA TGAGCCTATATTGCTGTGGCT 

Nfkb1(p105) AGCCAGCTTCCGTGTTTGTT AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC 

Plcg2 TCCTTCGGTGATGACATTGA CCACCTTCTTGTGGAACCAT 

Ptgs2 
GGAGCACCATTCTCCTTGAA GCTGTGGATCTTGCACATTG 

Ptx3 GGCCAAGAAAAGAATGGTTG TGAGAACCCGATCCCAGATA 

Mrc1 

(Receptor 

Manose) 
CTTATGAAGATGCTGACTGTGTAG GTCACAGGTGTCATCCATCC 

Rps9 CGCCAGAAGCTGGGTTTGT CGAGACGCGACTTCTCGAA 

Syk CTACCTGCTACGCCAGAGC GCCATTAAGTTCCCTCTCGATG 

Stat1 TCACAGTGGTTCGAGCTTCAG GCAAACGAGACATCATAGGCA 

Tlr9 CTACGCTTGTGTCTGGAGG GCCAGCACAAATAGAGTCTTG 

Tnfa GTACCTTGTCTACTCCCAGGTTCTCT GTGGGTGAGGAGCACGTAGTC 
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Tabela 7. Condições de ciclagem utilizadas para a qRT-PCR. 

 

Para as análises de PCR em tempo real foi utilizado o equipamento 7500 Fast 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os níveis de expressão de transcritos foram 

avaliados e calculados utilizando os valores de Δct das amostras e os dados foram 

comparados usando o método de Ct comparativo (2-ΔΔct) (Livak e Schmittgen, 2001). Os 

resultados foram representados utilizando o valor de expressão relativa ao controle (Fold 

Change), onde os controles e a significância de expressão gênica foi considerada quando 

maior que 2. 

 

Ensaio de curva de sobrevivência 

 

 O ensaio de curva de sobrevivência in vivo utilizou camundongos C57BL/6, com 

idade de 8-12 semanas, mantidos no biotério do Instituto de Biologia da Universidade de 

Brasília – UnB, sob condições apropriadas e fornecimento de água e ração ad libitum. O 

número de permissão do comitê de ética foi 66729 /2016 (Anexo 9.9). 

 Os camundongos foram infectados por via intranasal por meio de um sistema de 

anestesia inalatória, contendo 1x104 leveduras de C. neoformans, baseando-se em Wager 

et al. (2014). Após três dias de infecção, os animais foram divididos em cinco grupos de 

cinco indivíduos cada e tratados três vezes por semana, por via intranasal ou gavagem, 

com frações insolúveis (contendo 25 µg em 50 microlitros) dos cogumelos A. auricula 

ou G. lucidum, bem como PBS como controle negativo. Os grupos experimentais foram 

divididos em: (1) grupo PBS, (2) grupo Ganoderma lucidum gavagem, (3) grupo 

Ganoderma lucidum intranasal, (4) Auricularia auricula gavagem e (5) Auricularia 

auricula intranasal. Para análise do ensaio, os animais foram acompanhados diariamente, 

observando-se as manifestações clínicas da doença (como perda de peso e pelo eriçado) 

Ciclagem Curva de dissociação 

1 – 50ºC por 2 minutos 1 – 95ºC por 15 minutos 

2 – 95ºC por 5 minutos 2 – 60ºC por 1 hora 

3 – 95ºC por 3 segundos 3 – 95ºC por 15 minutos 

4 – 60ºC por 30 segundos  

Repetir passos 3 e 4 quarenta vezes  
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e relatando a sobrevivência dos grupos ao longo do experimento. Os dados foram 

analisados por meio de uma curva de sobrevida. 

 

Análise estatística 

 

 Todos os resultados da parte III deste trabalho foram analisados com desvio 

padrão da média (SEM) da triplicata biológica feita de um dos experimentos 

independentes, de um total de 3 análises técnicas. Para avaliar estatisticamente diferenças 

entre grupos experimentais a análise da variância (ANOVA) e pelos métodos Sidak e 

Turkey foram utilizados. Para os experimentos de curva de sobrevivência os testes Log-

Rank (Mantel-Cox) e Logrank for trend foram utilizados.  O software GraphPad Prism 

(versão 6.0) foi utilizado para a análise dos dados, que foram considerados significantes 

quando p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Determinação do índice de adesão e internalização de leveduras de Cryptococcus 

neoformans após estímulo com polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma 

lucidum. 

 

Para avaliar o efeito dos estímulos dos polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum 

na capacidade de adesão e internalização fúngica de C. neoformans, foi realizado um 

ensaio foi feito utilizando células dendríticas e macrófagos (M1 e M2) (Figura 30). 



 72 

 

Figura 30. Índice de adesão e internalização de leveduras de C. neoformans após estímulo de 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 24 horas; 

Tempo de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 2 horas; GI – Ganoderma lucidum fração 

insolúvel; AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentração de 100 μg/mL; DC – células 

dendríticas; M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 – macrófagos alternativamente ativados; 

Experimento realizado em triplicata biológica.  p significante quando < 0,05. 
. 

 

Os resultados da Figura 30 demonstraram que os polímeros insolúveis de 

Auricularia auricula aumentaram a capacidade de adesão (células dendríticas) e 

internalização (células dendríticas e macrófagos alternativamente ativados, M2) destas 

células ao C. neoformans. A fração insolúvel de Ganoderma lucidum demonstrou que, 

para os macrófagos M2, as capacidades de adesão e de internalização estão diminuídas 

quando comparadas a células não estimuladas (controle).  

 

Avaliação da capacidade microbicida sobre Cryptococcus neoformans de células 

dendríticas e macrófagos M1 e M2 estimuladas previamente com os polissacarídeos 

de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

 Para avaliar a eficácia do efeito dos estímulos dos polissacarídeos dos cogumelos 

estudados em células dendríticas, (M1 e M2) durante a eliminação fúngica, foram 

realizados ensaios de contagem de unidades formadoras de colônia e a porcentagem de 

atividade fungicida (Figuras 31 e 32). 
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A figura 31 demonstra a eliminação fúngica entre os períodos de 2 e 24 horas após 

a infecção. A figura 32 comprova a porcentagem de eliminação fúngica 

comparativamente às células não estimuladas com nenhum agonista (controle). Em 

relação às células dendríticas, todos os tratamentos indicaram uma diminuição na 

quantidade de leveduras entre os tempos de 2 e 24 horas e na porcentagem de morte, 

exceto quando estimulados com zimosan (Figuras 31 e 32). Para macrófagos M1 os 

estímulos com LPS, zimosan depletado e a Auricularia auricula sugeriram uma diferença 

significativa entre os tempos avaliados com uma porcentagem de eliminação fúngica 

estatisticamente significativa ao controle (Figura 34). Os macrófagos M2, estimulados 

com os agonistas LPS e zimosan, e a fração da Auriculária auricula, apresentaram 

redução significativa tanto na diminuição de leveduras (quando analisadas em um ensaio 

de unidades formadoras de colônia) e na porcentagem de morte de C. neoformans 

(Figuras 33 e 34). Estes resultados indicam que o estímulo dos agonistas Auricularia 

auricula e Ganoderma lucidum são distintos entre células dendríticas, M1 e M2, 

aumentando a capacidade fungicida para M2 apenas para Auricularia auricula, o que não 

ocorreu com M1. 

Figura 31. Ensaio de unidades formadoras de 

colônia de C. neoformans após estímulo de 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo 

de estímulo dos polissacarídeos foi de 12 horas; Tempo 

de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 2 

e 24 horas; GI – Ganoderma lucidum fração insolúvel 

100 μg/mL; AI – Auricularia auricula fração insolúvel 

100 μg/mL; PAM3 – 300 ng/mL, LPS – 500 ng/mL, 

Zimosan – 100 μg/mL.  DC – Células dendríticas; M1 

– Macrófagos classicamente ativados; M2 – 

macrófagos alternativamente ativados; Experimento 

realizado em triplicata biológica. p significante quando 

< 0,05. 

 

DC M1 

M2 
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Figura 32. Porcentagem de atividade microbicida a C. neoformans após estímulo de polissacarídeos 

de A. aurícula e G. lucidum. Os tempos para o cálculo de porcentagem foram de 2 e 24 horas de infecção. 

Os polissacarídeos foram estimulados por 12 horas; GI – Ganoderma lucidum fração insolúvel 100 μg/mL; 

AI – Auricularia auricula fração insolúvel 100 μg/mL; PAM
3
 – 300 ng/mL, LPS – 500 ng/mL, Zimosan – 

100 μg/mL. DC – Células dendríticas; M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 – macrófagos 

alternativamente ativados; Análise estatística comparando controle (célula não estimulada aos tratamentos. 

Experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05 
 

Avaliação da produção de óxido nítrico e da secreção das citocinas TNF-α e IL-1β e 

do após estímulos com os polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma 

lucidum antes e durante a infecção por Cryptococcus neoformans. 

 

As citocinas TNF-α e IL-1β são importantes para a resposta imune protetora do 

hospedeiro à infeção por C. neoformans (Guillot et al., 2008; Rohatgi, 2015). Assim, foi 

realizada a avaliação da produção destas moléculas antes e durante a infecção, 

estimulando previamente macrófagos e células dendríticas com os polissacarídeos 

analisados (Figuras 33 e 34).  

M2 

DC M1 
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Na Figura 33, as células que foram apenas estimuladas induziram níveis elevados 

de TNF-α para todos os tratamentos, exceto zimosan depletado em células M2. Após 24 

horas de infecção apenas células dendríticas estimuladas com a fração de Auriculária 

auricula aumentaram os níveis desta citocina. Para as células M1 e M2, a produção de 

TNF-α caiu drasticamente, considerando todos os estímulos avaliados.  Todas as frações 

insolúveis das beta-glucanas testadas neste trabalho (Figura 34) foram capazes de 

estimular a produção de IL-1β, em diferentes níveis. No tempo de 24 horas somente os 

polissacarídeos da Auricularia auricula aumentaram discretamente os níveis de IL-1β em 

células dendríticas. 

DC 

M2 

M1 

Figura 33. Produção de TNF-α antes e durante a 

infecção de C. neoformans após estímulo de 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo 

de estímulo dos polissacarídeos foi de 12 horas; Tempo 

de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 

24 horas; GI – Ganoderma fração insolúvel; AI – 

Auricularia fração insolúvel; Concentrações de 100 

μg/mL; PAM3 – 300 ng/mL, LPS – 500 ng/mL, 

zimosan – 100 μg/mL.  DC – Células dendríticas; M1 

– Macrófagos classicamente ativados; M2 – 

macrófagos alternativamente ativados; Análise 

estatística comparando controle aos tratamentos,  

experimento realizado em triplicata biológica. p 

significante quando < 0,05. 
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Figura 34. Produção de IL-1β antes e durante infecção de C. neoformans após estímulo de 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 12 horas; 

Tempo de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 24 horas; GI – Ganoderma lucidum fração 

insolúvel; AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentrações de 100 μg/mL; PAM3 – 300 ng/mL, 

LPS – 500 ng/mL, zimosan – 100 μg/mL.  DC – Células dendríticas; M1 – Macrófagos classicamente 

ativados; M2 – macrófagos alternativamente ativados; Análise estatística comparando controle aos 

tratamentos, experimento realizado em triplicata biológica. p significante quando < 0,05. 

 

Além da produção de citocinas, foram avaliados alguns mecanismos microbicidas 

observados pelas células da resposta imune. Neste contexto, as frações insolúveis de 

Auricularia auricula e Ganoderma lucidum foram avaliadas quanto a capacidade de 

produção de NO- antes e durante a infecção por C. neoformans (Figura 35). 

DC M1 

M2 



 77 

 

Figura 35. Produção de NO-
3 antes e durante infecção de C. neoformans após estímulo de 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 12 horas; 

Tempo de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 24 horas; GI – Ganoderma lucidum fração 

insolúvel; AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentrações de 100 μg/mL – 100 μg/mL.  DC – 

Células dendríticas; M1 – Macrófagos classicamente ativados; M2 – macrófagos alternativamente ativados; 

Análise estatística comparando controle aos tratamentos. Experimento realizado em triplicata biológica. p 

significativo quando < 0,05. 

 

Os polissacarídeos de Ganoderma lucidum, Pam3, LPS e zimosan depletado 

estimularam a produção de níveis de NO- menores que 10 μM, valores considerados 

baixos biologicamente. Entretanto, a fração de Auricularia auricula no tempo de 12 horas 

após estímulo, apresentou níveis de NO de 32 μM (M1), 26 μM (M2) e 22 μM (DC) 

(Figura 35). Após 24 horas de infeção com o fungo, os níveis de NO- diminuíram nas 

culturas de DCs e macrófagos M1. Os níveis de óxido nítrico produzidos pelos 

DC 

M2 

M1 
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macrófagos M2 pós 24 horas de infecção (24 μM) permaneceram semelhantes, 

demostrando que as duas frações apresentam atividades biológicas distintas. 

 

Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos M2 

estimulados com polissacarídeos de cogumelos antes e após a infecção por 

Cryptococcus neoformans. 

 

 Devido ao fato de que NO apresentou níveis significativos em células 

alternativamente ativadas (M2) apenas para os polissacarídeos de Auricularia auricula, 

avaliou-se a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) neste tipo celular após 2 

horas de infecção de C. neoformans (Figura 36 e anexos 9.7 e 9.8).  

 

Figura 36. Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) por células M2 antes e durante infecção 

de C. neoformans após estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O tempo de estímulo 

dos polissacarídeos foi de 12 horas; Tempo de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 2 horas; 

Zim -  zimosan não depletado, GI – Ganoderma lucidum fração insolúvel; AI – Auricularia auricula fração 

insolúvel; Concentrações de todos os estímulos foi de 100 μg/mL; M2 – macrófagos alternativamente 

ativados; (A) Porcentagem de células M2 positivas para EROs estimulados com polissacarídeos; (B) Média 

da intensidade de fluorescência das células M2 para EROS estimuladas com polissacarídeos. Análise 

estatística comparando controle aos tratamentos, experimento realizado em triplicata biológica. p 

significativo quando < 0,05. 
 

A figura 36 indicou que Auricularia auricula e zimosan estimularam macrófagos 

alternativamente ativados (M2) a produzir EROs. Contudo, após duas horas de infecção 

com o fungo houve uma redução na produção de EROs para células estimuladas com A. 

auricula, porém ainda estatisticamente significante quando comparada ao controle 

(macrófagos M2 não estimulados e infectados). A fração de Ganoderma lucidum além de 

A B 
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não estimular a produção de EROs induziu a uma diminuição quando comparado aos 

níveis basais.  

 

Determinação da expressão de genes de macrófagos M2 relacionada á defesa do 

hospedeiro na infecção por Cryptococcus neoformans. 

 

 Para avaliar a expressão de genes importantes envolvidos na resposta a C. 

neoformans, os macrófagos M2 foram estimulados e infectados, bem como o RNA foi 

extraído para análise. Os genes selecionados para esta análise basearam-se em resultados 

prévios de macrófagos M1 estimulados com zimosan e posteriormente infectados com C. 

neoformans (Figura 37).  Os resultados das análises estão apresentados nas figuras 40 e 

41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Avaliação da expressão 

gênica de macrófagos M1 

estimulados e infectados com C. 

neoformans. Os genes foram 

regulados positivamente (A) ou 

negativamente (B) por C. 

neoformans, zimosan ou por ambos; 

H99 – C. neoformans, Zy – zimosan 

depletado, M – macrófagos M1.  
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Figura 38. Comparação de expressão dos transcritos de genes relacionados à resposta imune de células M2 estimuladas 

com A. auricula e G. lucidum e infectadas com C. neoformans.  Os genes analisados codificam os receptores TLR9 e Manose), 

a molécula adaptadora Syk, e os fatores de transcrição STAT1 e NFkB1 (p105). O tempo de estímulo dos polissacarídeos foi 

de 12 horas; Tempo de infecção após estímulo com polissacarídeos foi de 2 horas; GI – Ganoderma fração insolúvel 100 μg/mL; 

AI – Auricularia auricula fração insolúvel 100 μg/mL; M2 – macrófagos alternativamente ativados; Fold change foi calculado 

pelo método 2-ΔΔCt . Acima das linhas pretas pontilhadas significam expressão significativa, acima de 2. Experimento realizado 

em triplicata biológica. p significativo quando < 0,05  

Mrc1 Stat1 

     Tlr9 

 

Nfkb1 

  Syk 
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Il10 

Plcg2 
Il1r1 

 

Ptx3 Nos2 

Ptgs2 

Tnfα 

Figura 39. Comparação de expressão dos transcritos 

de genes relacionados à resposta imune de células M2 

estimuladas com A. auricula e G. lucidum e infectadas 

com C. neoformans.  Os genes analisados codificam 

citocinas (TNF-α, IL-10 e IL1R1), enzimas (PLCG2, 

PTGS2, iNOS) e da proteína PTX3. O tempo de estímulo 

dos polissacarídeos foi de 12 horas; Tempo de infecção 

após estímulo com polissacarídeos foi de 2 horas; GI – 

Ganoderma fração insolúvel 100 μg/mL; AI – 

Auricularia auricula fração insolúvel 100 μg/mL; M2 – 

macrófagos alternativamente ativados; O “fold change” 

foi calculado pelo método 2-ΔΔCt. Acima das linhas pretas 

pontilhadas significam expressão significativa, acima de 

2. experimento realizado em triplicata biológica. p 

significativo quando < 0,05 



 82 

Os resultados indicaram que houve uma expressão induzida dos transcritos de 

Tnfα, Il10, Il1r, Nos2, Ptx3 e Ptgs2 (Figuras 38 e 39) em células M2 estimuladas com 

Auricularia auricula. Após duas horas de infecção com C. neformans a expressão 

induzida dos genes para Syk, Nfkb, Il1r1 e Ptx3 não diminuiu (Figuras 38 e 39). Contudo, 

2 horas após infecção houve expressão induzida de Syk e Nfkb.  Nas células estimuladas 

com frações de Ganoderma lucidum houve expressão induzida de Tnfα, Nos2 e Ptx3. 

Após duas horas de infecção houve expressão reprimida de Tnfα e Ptx3 e uma expressão 

induzida mantida para Nos2.  

 

Avaliação de curva de sobrevivência durante infecção com Cryptococcus neoformans 

sob estímulo com os polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum. 

 

Para avaliar a capacidade dos polissacarídeos de Auricularia auricula e 

Ganoderma lucidum auxiliarem na resposta imunitária durante o curso da infecção da 

criptococose in vivo, foi realizado o experimento de curva de sobrevida, administrando 

as frações dos cogumelos por via intranasal ou oral (Figuras 40 e 41). 

 

 

 

 

Figura 40. Efeito dos polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum administrados via 

intranasal no curso da doença de C. neoformans in vivo. Animais (n=5) C57/BL/6 foram infectados com 

leveduras C. neoformans (H99) e após 3 dias de infecção foram tratados 3 vezes por semana por via 

intranasal com 25 μg de polissacarídeos insolúveis de A. auricula e G. lucidum. Testes Log-Rank (Mantel-

Cox) e logrank for trend, p significativo quando < 0,05.  
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Figura 41. Efeito dos polissacarídeos de Auricularia auricula e Ganoderma lucidum administrados via 

oral no curso da doença de C. neoformans in vivo. Animais (n=5) C57/BL/6 foram infectados com 

leveduras C. neoformans (H99) e após 3 dias de infecção foram tratados 3 vezes por semana por via 

intranasal com 25 μg/mL de polissacarídeos insolúveis de A. auricula e G. lucidum. Testes Log-Rank e 

Mantel-Cox e logrank for trend, p significativo quando < 0,05. 

 

O tratamento com a fração de Ganoderma lucidum por via intranasal diminuiu de 

forma significativa a sobrevida dos animais infectados, cuja mortalidade ocorreu entre o 

16º e o 24º dia pós infecção, quando comparado aos animais infectados e tratados com 

PBS (mortalidade entre 19º e 25º dia pós infecção) (figura 40). Ademais, a fração de 

Auricularia auricula (mortalidade entre 19º e 24º dia pós infecção) não apresentou 

diferença significativa quando comparada ao controle PBS (figura 40), demonstrando que 

a diferença significativa entre os tratamentos, mesmo que não proporcionando sobrevida 

aos animais. Entretanto, os animais tratados com ambas as frações de cogumelos por via 

oral demonstraram um aumento expressivo na curva de sobrevida quando comparado 

com controle PBS (figura 41). Os animais tratados via oral com G. lucidum morreram 

entre o 27º e 26º dia pós infecção e os tratados com A. auricula morreram entre o 28º e 

29º dia.   
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DISCUSSÃO 

 

A atuação de macrófagos e células dendríticas é crucial para a resposta à 

criptococose, uma vez que na ausência destas células a sobrevivência diminui 

drasticamente (Osterholzer et al., 2009b; revisado por Coelho et al., 2013). Neste 

contexto, a atividade fagocítica aumentada é extremamente relevante no combate a C. 

neoformans, o que foi observado neste trabalho em DCs e macrófagos estimulados com 

Auricularia auricula (figura 30) e também demonstrado por Xu et al. (2016) e Hui-Xin 

(2009) após utilizar a mesma espécie de cogumelo. Ademais, outros polissacarídeos 

extraídos de cogumelos comestíveis também causaram um aumento na atividade 

fagocítica aumentada, tais como Agaricus blazei (revisado de Martins, 2008b), 

Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes (Yang et al. 2015). 

Entretanto, o cogumelo G. lucidum não aumentou a atividade fagocítica das células 

avaliadas neste trabalho, apesar de vários estudos demonstrarem a fagocitose após o 

estímulo com o cogumelo (Zhu et al., 2007; Xu et al., 2011; Hsu et al., 2012). O que 

poderia justificar essa diferença seria a forma de obtenção do polissacarídeo na 

interferência no mecanismo biológico. O reconhecimento, internalização e a fagocitose 

de leveduras de C. neoformans no pulmão ocorre após o reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos pelos receptores de fagocitose como receptores do 

sistema complemento 3, FcgR e dectina-1 (revisado em Coelho et al., 2013; Rohatgi e 

Pirofski, 2015). No entanto, o C. neoformans apresenta uma capsula que dificulta o 

processo de fagocitose. Neste ensaio utilizamos o anticorpo 18B7 para opsonizar o fungo 

e auxiliar no processo de fagocitose. Somente a interação dos FcgR com o anticorpo 

opsonizante é capaz de induzir a fagocitose das leveduras, no entanto, a estimulação das 

células por outros componentes, como os polissacarídeos, aumentou o processo de 

fagocitose. Neste contexto, a internalização foi maior quando comparada com as células 

não estimuladas e infectadas com o fungo opsonizado (controle) (Figura 30).  

Após o processo de internalização, a destruição do fungo é importante para a 

resolução da doença. Leucócitos residentes do pulmão, como as células dendríticas 

primárias e macrófagos alveolares, são as primeiras células imunes expostas a C. 

neoformans sendo essenciais na resposta do hospedeiro. Assim, a sobrevivência de 

camundongos diminui drasticamente na ausência destas células (Osterholzer et al., 

2009b; revisado em Coelho et al., 2013). Avaliando a resposta de células dendríticas 
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estimuladas durante a infecção fúngica (Figura 31 e 32) observa-se que ambos os 

cogumelos aumentaram uma possível atividade microbicida, demonstrando uma resposta 

favorável ao hospedeiro. Os macrófagos classicamente e alternativamente ativados são 

observados nos modelos experimentais para avaliação da criptococose (Arora et al., 

2011). A resposta a C. neoformans nos pulmões está correlacionada com a polarização 

dos macrófagos (Fan et al., 2005); enquanto macrófagos M1 e M2 estão associados à 

resposta Th1 e Th2, respectivamente. Contudo, mudanças microambientais podem 

influenciar na polarização de macrófagos (Rohatgi e Pirofski, 2015). Classicamente, os 

macrófagos M1 são células fungicidas mais eficientes do que macrófagos M2 (Hernandez 

et al., 2005; McQuiston e Williamson, 2012). Entretanto, após o estímulo com as frações 

de A. auricula macrófagos M2 foram mais eficientes quando comparados a M1 na 

cinética de infecção e na porcentagem de eliminação (Figuras 31 e 32). Para este 

resultado, a hipótese é de que os mecanismos microbicidas dos macrófagos M1 já estavam 

ativados e o estímulo com os polissacarídeos dos basidiomicetos não foi capaz de 

aumentar este processo de ativação microbicida enquanto que para os macrófagos M2, 

devido ao seu perfil menos inflamatório, foi possível modular o aumento dos mecanismos 

microbicidas. Deste modo, a atividade de macrófagos M2 são consideradas opostas 

àquelas de macrófagos M1 (Morris et al., 2011; Roszer, 2015). Contudo, os M2 

apresentam uma alta capacidade fagocítica (Bohlson et al., 2014; Roszer, 2015) e de 

remoção de células apoptóticas, promovendo uma resposta imunológica mais equilibrada 

e favorecendo a cicatrização de tecidos (Sica e Mantovani, 2012; Ferrante e Leibovich, 

2012; Roszer, 2015). Porém, além de estar envolvido em processos alérgicos e auxiliar 

no crescimento de tecidos tumorais, células M2 são consideradas um reservatório de 

vários patógenos (Sica e Mantovani, 2012). Durante a infecção por C. neoformans, 

macrófagos M2 não são normalmente utilizados para a replicação do fungo (Osterholzer 

et al., 2009a; Voelz et al., 2009) e se infectados auxiliam na disseminação (Chrétien et 

al., 2002; Charlier et al., 2009). Neste contexto, isso ocorre provavelmente devido ao fato 

do patógeno estimular a produção de arginase, gerando uma baixa produção de NO- por 

estes macrófagos (Davis et al., 2013). Neste contexto, o estímulo apropriado destas 

células fagocíticas pode auxiliar na resposta imune inata contra C. neoformans, uma vez 

que a polarização destes é um fator chave na defesa contra o fungo, bem como na 

determinação do controle e progressão da infecção. 
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A ativação do sistema imune inato por C. neoformans desencadeia o aumento da 

atividade fungicida de macrófagos in vitro, principalmente quando dectina-1 é capaz de 

reconhece-lo e a partir deste reconhecimento, mediar a ativação do inflamassoma e da 

produção de citocinas pró inflamatórias, o que gera uma resposta antifúngica efetiva 

(revisado de Coelho et al., 2013). A resposta orquestrada por linfócitos Th1 à 

criptococose envolve a produção de várias citocinas, dentre elas TNF-α e IL-1β (Retini 

et al., 1996; Herring et a. 2002; Rohatgi e Pirofski, 2015).  Contudo, relatos da literatura 

indicam que C. neoformans apresenta a capacidade de suprimir a produção de TNF-α em 

macrófagos (Zaragoza et al., 2009; Chabrier-Roselló, 2013). Considerando a 

possibilidade de intervenção nestes mecanismos de escape observado por C. neoformans, 

as frações insolúveis dos fungos avaliados neste trabalho podem ser utilizadas como um 

modulador positivo da atividade de macrófagos, o que foi observado em células 

dendríticas cuja secreção de TNF-α aumentou 24 horas após a infecção (Figura 33). 

Entretanto, a redução da produção de IL-1β em células infectadas não foi revertida em 

DCs e macrófagos M1 e M2 (figura 34). A redução na produção de IL-1β por C. 

neoformans foi relatada anteriormente na literatura (Zaragoza et al., 2009). Neste ensaio 

foram usados os controles positivos LPS (agonista de TLR4), zimosan depletado 

(agonista de dectina-1) e Pam3CSK4 (agonista de TLR2). Estes agonistas são ativadores 

clássicos de citocinas pró-inflamatórias além de serem essenciais para a ativação de 

células importantes na proteção do hospedeiro pela indução de uma resposta imune 

adaptativa efetora. Estes agonistas demonstraram influenciar distintamente na função 

antimicrobiana, produzindo níveis distintos de citocinas e da capacidade fungicida (Gil e 

Gozalbo, 2009; Megias et al., 2016). No combate às doenças que cursam com depressão 

da imunidade do hospedeiro estão as novas abordagens utilizando ligantes (agonistas ou 

antagonistas), que interagem com seu respectivo receptor e modulam a atividade das 

células alvo. As vantagens desta estratégia seriam não causar a resistência do sistema 

imune, apresentar uma natureza rápida e gerar uma proteção ampla, permitindo a 

utilização combinada de agentes antimicrobianos e vacinas (Mifsud et al., 2014). 

A molécula óxido nítrico é sintetizada por vários tipos de células em diversos 

tecidos e está envolvida em respostas fisiológicas e patológicas múltiplas, podendo ser 

ativada por estímulos do sistema imunológico, tais como IFN-γ, TNF-α e LPS (Moncada 

e Higgs, 1993; Bogdan et al., 2000; revisado de Mao et al., 2013). Avaliando os níveis 

de NO- in vitro, os polissacarídeos de Ganoderma lucidum, Pam3, LPS e zimosan 
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depletado estimularam uma produção menor que 10 μM (Figura 35), valores semelhantes 

aos descritos na literatura (Yao et al., 2004; Woo et al., 2005; Tsolmongyn et al., 2013). 

Ademais, Agaricus blazei e G. lucidum não apresentaram a capacidade de produzir NO- 

em macrófagos (Woo et al., 2005; revisado de Martins, 2008b), diferentemente de Grifola 

frondosa (Sanzen et al., 2001) e A. auricula (figura 35). No tempo de 12 horas após 

estímulo, Auricularia auricula apresentou níveis de NO- de 32 μM (M1) e 26 μM (M2). 

As células dendríticas produziram nível menor, 22 μM (Figura 35). Segundo Acharya et 

al. (2004), os polissacarídeos de Auricularia auricula estimularam uma produção de NO- 

dependente do estímulo mesmo quando se utilizou o inibidor de L-arginina.  

Estudos prévios demonstram que os metais ferro e cobre são importantes na 

virulência de C. neoformans, atuando na síntese de melanina, na captação de ferro e na 

detoxificação de espécies reativas de oxigênio. Relatos da literatura revelaram que C. 

neoformans foi capaz de inibir a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

(Walton et al., 2005; Jung et al., 2006; Jung et al., 2009; revisdo de Ding et al., 2013) e 

óxido nítrico (Naslund et al, 1995, Zaragoza et al., 2009; Chabrier-Roselló et al., 2013), 

o que implica na necessidade de uma avaliação inibitória direta a C. neoformans após 

estímulo com polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum na produção de EROs (figura 

36). Os resultados evidenciaram que os macrófagos M2 apresentaram um perfil distinto 

de produção de EROs após estímulo, uma vez que a fração de A. auricula estimulou a 

produção. Por outro lado a fração de G. lucidum além de não estimular inibiu a produção 

(Figura 36). Alguns relatos da literatura indicam que as frações de G. lucidum é capaz de 

inibir a produção de EROS (Hsu et al., 2004; Zhong et al., 2015), o que poderia explicar 

o resultado da figura 36. Após 2 horas de infecção os níveis de NO- foram reavaliados e 

os macrófagos M2 estimulados monstraram uma redução na produção de EROs. A 

cápsula de C. neoformans visa a proteção do patógeno de mecanismos efetores do sistema 

imune, assim como na inibição da ação de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio em 

macrófagos (Zaragoza, 2011; O'Meara e Alspaugh, 2012); o que pode explicar o resultado 

observado no tempo de 2 horas pós infecção, cujos níveis diminuíram consideravelmente. 

Entretanto, os níveis permaneceram significativamente maiores quando comparado ao 

controle (zimosan não depletado) o que poderia indicar um nível residual importante para 

a resposta imune inata efetora contra C. neoformans. Posteriormente, será realizada uma 

avaliação no tempo de 24 horas será feita. 
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 Para confirmar a ativação das células avaliadas neste trabalho, os níveis de 

transcritos gênicos envolvidos na resposta imune contra C. neoformans de macrófagos 

M2 estimulados foram avaliados antes e após a infecção, como Syk, Nfkb, Il1r1 (gene 

codificador do receptor da interleucina 1 tipo 1), Tnfα, Il10 e Nos2 (gene codificador da 

enzima óxido nítrico sintase, iNOS) (Figuras 38 e 39). Os resultados obtidos 

corroboraram com as avaliações anteriores, pois ocorreu a detecção de NO-, das citocinas 

TNF-α e IL-10, bem como foi demonstrado a participação da molécula adaptadora Syk e 

do fator de transcrição NF-kB após o estímulo das frações insolúveis dos cogumelos.  

Alguns genes não demonstraram uma regulação positiva ou negativa, caso dos receptores 

Mrc1 e Tlr9, bem como de Plcg2 (gene codificador da enzima fosfolipase C gama 2, 

PLCG2) e de Stat1 (Figuras 38 e 39).  Além disso, após 2 horas de infecção o fungo C. 

neoformans modulou negativamente a expressão dos genes Tnfα, Il10, Il1r1, Nos2 e 

Ptgs2, que foram regulados positivamente pelo estimulo prévio da fração insolúvel de A. 

auricula. Segundo Zaragoza et al. (2009) C. neoformans consegue modular a secreção 

das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e Il-1β, o que poderia explicar a diminuição dos 

níveis destes transcritos após a infecção (Figuras 38 e 39). 

Os níveis elevados de transcritos de Ptx3 e Ptgs2 destacaram-se dos demais genes 

avaliados. A proteína PTX3 faz parte de uma superfamília de proteínas multifuncionais, 

cuja ativação da expressão apresenta atividade de acordo com seus ativadores: (1) um 

efeito pró-inflamatório quando há a produção das citocinas TNF-α e IL-1β e (2) um efeito 

anti-inflamatório induzido pelo receptor lisosfingolipideo 1 (SP1) e da lipoproteína de 

alta densidade 3 (HDL3) (Kunes et al., 2012). Ademais, devido à complexidade das 

reações inflamatórias, mais de um estímulo é necessário para a produção de PTX3, 

podendo ser estimulado por agonistas do receptor TLR (LPS), microrganismos intactos 

(C. neoformans) (Polentarutti et al., 2000) ou particulados (lipoarabinomananas) (Kunes 

et al., 2012), o que poderia justificar o aumento dos níveis de transcrito de PTX3 

estimulado por A. auricula (com níveis altos também após infecção) e G. lucidum (Figura 

39). A expressão de PTX3 também pode ser regulada negativamente em células 

dendríticas e macrófagos com a participação do hormônio glicocorticoide (Doni et al., 

2008), IL-4, calcitriol (α,25-dihidroxivitamina D3), prostaglandina E2 e IL-10 (Damazo 

et al., 2006; Kunes et al., 2012). Após estímulo, macrófagos M2 aumentaram os níveis 

de PTGS2 (ambos os cogumelos) e IL-10 (A. auricula), sugerindo um possível equilíbrio 

na resposta imune inata após estímulo com os cogumelos estudados neste trabalho (Figura 
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39). No epitélio pulmonar a indução da produção de PTX3 está associada à resposta 

inflamatória aguda, principalmente pela presença de TNF-α, e uma vez produzido 

favorece a opsonização de patógenos fúngicos como Paracoccidioides brasiliensis e 

Aspergillus fumigatus (Garianda et al., 2002; Brown, 2006; Bozza et al., 2014).  

As enzimas ciclooxigenase 1 e 2 são codificadas pelos genes PTGS1 (constitutivo) 

e PTGS2 (estimulado), que catalisam a síntese do ácido graxo eicosanoide 

prostaglandina, um regulador chave da inflamação (Vogel et al., 2014). Em relação a 

PTGS2, o estímulo que desencadeia a produção pode ser devido à agonistas de receptores 

TLR, citocinas pró-inflamatórias e de PAMPs fúngicos (Rodríguez et al., 2014). A 

atividade de prostaglandina E2 pode ser considerada dúbia, devido à sua capacidade pró-

inflamatória (promover vasodilatação, edema e migração/ativação de leucócitos) e 

imunomoduladora (indução da produção de IL-10 e diminuição da secreção de 

interleucina 12 subunidade p70 – (IL-12p70), porém isto pode ser explicada devido a 

ações distintas em tipos celulares diferentes. Nos pulmões, sítio primário de infecção de 

C. neoformans, a prostaglandina atua como um anti-inflamatório (Mezger et al., 2008), o 

que é interessante para células estimuladas com frações de A. auricula (Figura 39), uma 

vez que poderia gerar um balanço no processo inflamatório causado pela criptococose. A 

capacidade de produzir prostaglandina em resposta a PAMPs está associada á origem, ao 

tipo de macrófago e o receptor envolvido (Rodríguez et al., 2014). Os estudos que 

procuram correlacionar o estado fenotípico de macrófagos com a liberação de 

ecoisanoides demonstraram predominantemente a produção de prostaglandina E2 e D2 

além de um padrão variável de resposta dependente da presença de moléculas co-

estimulatórias, como fatores de crescimento (fator estimulador de colônias de 

granulócitos e de macrófagos – GM-CSF e fator estimulador de colônia de macrófagos – 

C-CSF). Estes interferem na expressão de receptores, tais como dectina-1 (Rosas et al., 

2008; Municio et al. 2013), que reconheceram as beta-glucanas presentes nos compostos 

avaliados neste trabalho (Figuras 23 e 24) e justifica o aumento expressivo de transcritos 

após os estímulos de ambos os cogumelos (Figura 39). Entretanto, Valdez et al. (2012) 

demonstraram que a produção de prostaglandina E2 foi responsável por suprimir a 

atividade antifúngica da imunidade inata em modelos murinos infectados com C. 

neoformans. Ademais, os níveis de transcritos de PTGS2 aumentaram após a infecção 

por Candida albicans (Filler et al., 1996; Naglik et al., 2014) e Aspergillus fumigatus 

(Mezger et al., 2008), o que corrobora com o resultado de Valdez e et al. (2012). 
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 Um dos adjuvantes mais utilizados para a composição de vacinas é o hidróxido de 

alumínio. Alguns estudos demonstraram que as beta-glucanas podem ser utilizados em 

plataforma de vacinas, combinando adjuvantes e antígenos (Huang et al., 2013b; Berner 

et al., 2015; Wilber et al., 2016; Soto et al., 2016). Outros estudos serão realizados 

visando avaliar se os polissacarídeos utilizados neste trabalho podem ser empregados 

como adjuvantes.  

Para diversos metabólitos oriundos de cogumelos descritos anteriormente, são 

necessários estudos para determinar se os benefícios demonstrados in vivo são 

comparáveis aos efeitos in vitro reportados (Lull et al., 2005). Após os resultados 

anteriores in vitro envolvendo o estímulo prévio de polissacarídeos e a resposta imune 

inata ao fungo C. neoformans, a avaliação in vivo foi feita pela curva de sobrevida em 

camundongos. A capacidade de alguns metabólitos no aumento ou supressão da resposta 

imune depende de vários fatores como a dose, a rota e o tempo de administração do 

composto avaliado. O tipo de atividade demonstrado por metabólitos depende do seu 

mecanismo de ação ou do sítio de atividade biológica (Lull et al., 2005), o que foi 

evidenciado utilizando diferentes vias de administração, intranasal e oral (figuras 40 e 41 

respectivamente). A resposta distinta e o prolongamento ou não do tempo de 

sobrevivência dos animais demonstrado nas diferentes vias de tratamentos possivelmente 

se devem a dois fatos: (1) a administração por via intranasal em um local previamente 

inflamado pela resposta contra C. neoformans, que culminou em uma inflamação 

potencializada desfavorável ao hospedeiro diminuindo a capacidade de sobrevida (Figura 

40); (2) a administração por via oral, envolvendo a interação do sistema imune e da 

microbiota do trato gastrointestinal, que prolongou a sobrevida dos animais infectados 

(Figura 41). 

Os efeitos de probióticos de polissacarídeos de cogumelos comestíveis são 

descritos na literatura, o que corrobora com o resultado da figura 41, uma vez que enzimas 

digestivas humanas são capazes de hidrolisar β-glucanas e assim os polissacarídeos 

podem atuar como uma fonte (Aida et al., 2009) de crescimento de vários micro-

organismos como Lactobaccilus, Bifidibacterium e Enterococcus. O aumento dos micro-

organismos alvos citados foi observado anteriormente após o consumo dos cogumelos 

comestíveis Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii (Synytsya et al., 2009), sendo ainda 

reportado o efeito protetivo de bactérias probióticas estimuladas no suco gástrico e da bile 

após consumo de cogumelos (Giavasis, 2014). Os micro-organismos probióticos com 
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habilidade modulatória podem ser denominados como imunobióticos (Villena et al. 2016; 

Kobayashi et al., 2017). Atualmente, está sendo realizados estudos referente a capacidade 

de treinar (“training”) e potencializar a resposta do sistema imune após estímulos, 

juntamente à participação da microbiota, é atualmente investigada. Rizzetto et al. (2016) 

demonstraram a capacidade do “training” de polissacarídeos de S. cerevisiae em 

monócitos, que aumentaram a produção de TNF-α e IL-6, bem como a população de 

bactérias e fungos comensais. Ademais, a composição da parede celular de determinados 

agonistas podem influenciar no “training” de células imunológicas (Rizzetto et al., 2016). 

A administração recorrente (três vezes por semana) de polissacarídeos dos cogumelos por 

via oral (Figura 41), pode ter proporcionado um “training” da imunidade inata, bem como 

ter contribuído para o aumento da sobrevida dos animais infectados. Porém, são 

necessários outros estudos são necessários para confirmar esta hipótese. O receptor 

dectina-1 foi correlacionado à homeostasia da imunidade intestinal, por meio da 

diferenciação de células T regulatórias (Tang et al., 2015). Os polissacarídeos estudados 

neste trabalho foram reconhecidos por dectina-1 e desencadearam uma sinalização 

intracelular (Figuras 23 e 24), sugerindo que contribuam a regulação da população da 

microbiota. Estudos estão em andamento para avaliar se os polissacarídeos estudados 

neste trabalho favorecem ou não diretamente a microbiota, assim como a sua interação 

com o sistema imune. 

Portanto, neste capítulo conclui-se que a fração insolúvel de A. auricula é 

promissora nos estudos da infecção da criptococose, uma vez que estimula os principais 

mecanismos imunes relacionados à defesa inata contra o fungo patogênico C. 

neoformans.    

 

CONCLUSÃO 

 

 Os resultados apresentados neste trabalho indicaram que ambos os cogumelos 

apresentam atividade imunomodulatória. Porém, conclui-se que os polissacarídeos de A. 

auricula demonstraram uma atividade biológica mais efetiva na ativação de macrófagos, 

como demonstrado no modelo esquemático (Figura 42) sendo assim mais promissores 

nos estudos referentes ao aumento da imunidade inata frente ao fungo patogênico C. 

neoformans. 
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MODELO PROPOSTO 

 

Figura 42. Modelo 

esquemático da sinalização de 

beta glucanas das frações dos 

cogumelos A. auricula (A) e G. 

lucidum (B) em células da 

imunidade inata. Apenas as 

frações insolúveis ligaram-se 

ao receptor dectina-1 (A. 

auricula), TLR2 e TLR4 (G. 

lucidum) e desencadearam a 

jusante a transdução de sinal, 

com a participação da molécula 

adaptadora Syk e a ativação do 

fator de transcrição NF-kB.  A 

ativação de NF-kB resultou na 

secreção das citocinas TNF-α, 

IL-1β e IL-10 por DC, M1 e 

M2, bem como na produção de 

NO-, EROs e dos transcritos dos 

genes Ptgs2, Ptx3, Inos, Tnfα, 

Il10, Il1r1, Syk, Nfkb em células 

M2 estimuladas. Houve 

aumento nos níveis das 

moléculas co-estimulatórias 

CD80, CD86 e MHCII em DCs 

estimuladas com as frações 

insolúveis de Auricularia 

auricula e aumento de CD86 e 

MHCII para DCs estimuladas 

com frações insolúveis de G. 

lucidum.  DC – células 

dendríticas; M1 – macrófagos 

classicamente ativados; M2 – 

macrófagos alternativamente 

ativados; NO- - óxido nítrico; 

EROs – espécies reativas de 

oxigênio, TNF-α – fator de 

necrose tumoral alfa; IL-1β – 

interleucina 1 beta; IL-10 – 

interleucina 10; Ptgs2 – 

prostaglandina E2; Ptx3 – 

Pentraxina 3; Inos – óxido 

nítrico sintase; Il1r1 – receptor 

tipo 1 da interleucina 1. 

A 

B 
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PERSPECTIVAS 

 

 Como perspectivas deste trabalho: 

 

 - Avaliar a estrutura das frações de Ganoderma lucidum utilizando a técnica de 

ressonância magnética nuclear. 

 

- Avaliar os estímulos de G. lucidum e A. auricula na acidificação do 

fagolisossomo antes e após infecção in vitro com C. neoformans in vitro. 

 

- Avaliar a interação da microbiota com o sistema imune após o estímulo dos 

polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum, analisando detalhadamente a população 

comensal durante essa interação. 

 

 - Avaliar a capacidade dos polissacarídeos no “training” de células imunológicas. 

 

 - Avaliar a resposta inflamatória e a carga fúngica nos pulmões após o tratamento 

por via oral e nasal em camundongos.  

 

 - Estudar a influência dos polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum na 

imunidade adaptativa. 
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ANEXO 9.1. AUTORIZAÇÃO DE ACESSO AO BANCO DE GERMOPLASMA 

DE COGUMELOS. 
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ANEXO 9.2. ANÁLISES ADICIONAIS DAS FRAÇÕES DE A. auricula 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Espectro 2D- 1H-1H NOESY de RMN da fração solúvel de A. auricula. (δH: 4.9 a 2.1 ppm). (A) 

- espectro da amostra com os assinalamentos feitos para os resíduos de Glcp (G). (B) assinalamentos obtidos 

para os resíduos de Manp (M). O número após a letra refere-se ao 1H respectivo no anel glicosídico. Os 

espectros foram gravados em um espectrômetro Bruker 500 MHz Avance III a 298 K. 
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ANEXO 9.3. ESPECTRO 1D-1H DE RMN DA FRAÇÃO SOLÚVEL DE A. auricula 

 

 

Figura 1. Espectro 1D-1H de RMN da fração solúvel de A. auricula. (δH: 5.6 a 1.0 ppm). As letras M e 

G indicam as unidades de Manp e Glcp, respectivamente. Os espectros foram gravados em um 

espectrômetro Bruker 500 MHz Avance III a 298 K. 

 

ANEXO 9.4. TABELA DE DESLOCAMENTOS QUÍMICOS DA FRAÇÃO SOLÚVEL DE 

A. auricula.  

 

Açúcar Unidade 
1H/13C 
(ppm) 

Açúcar Unidade 
1H/13C 
(ppm) 

1→2,6 α-D-
Manp (1→ 

M1 4,56/108,02 

1→6 β-D-Glcp 
(1→ 

G1 4,52/103,60 
M2 3,53/74,00 G2 3,32/78,04 

M3 3,71/72,70 G3 3,53/75,83 
M4 3,12/72,47 G4 3,12/72,41 

M5 3,37/73,16 G5 3,44/77,12 
M6 3,34/66,76 G6 3,10/63,18 

M6’ 3,22/66,16 G6’ ND* 

 

Tabela 1. Tabela demonstrando os deslocamentos químicos dos principais constituintes da 

amostra AS com base nos deslocamentos químicos de 1H e 13C obtidos do 1H – 13C HSQC obtidos 

da figura 5 para Manp (M) e Glcp (G) e as possíveis ligações destes carboidratos. 
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ANEXO 9.5 HISTOGRAMA DO ENSAIO DE AVALIAÇÃO DE EXPRESSÃO DAS 

MOLÉCULAS CO-ESTIMULATÓRIAS CD80, CD86 E MHC II. 

 

Figura 1. Histograma da fenotipagem de células dendríticas estimuladas com polissacarídeos de A. 

auricula e G. lucidum positivas para os receptores CD80, CD86 e MHC II. DC – Células dendríticas, 

Zim – zimosan não depletado, GI – Ganoderma lucidum fração insolúvel, AI – Auricularia auricula fração 

insolúvel; Concentração de 100 μg/mL para todas as amostras testadas; MHC II – complexo de 

histocompatibilidade tipo II, Isotipo CD11b+. Histograma demonstra a fluorescência no eixo horizontal (em 

unidade exponencial logarítmica) e a quantidade de células dendríticas contadas no eixo vertical; 

Experimento realizado em triplicata biológica. 
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ANEXO 9.6. ESTRATÉGIA DE SELEÇÃO DA FENOTIPAGEM DE CÉLULAS 

DENDRÍTICAS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estratégia de seleção usado para análise de fenotipagem de CD80, CD86 e MHC 

II. Para a estratégia de seleção de células positivas foram (1) selecionadas população de células 

de acordo com tamanho e granulosidade para o tipo celular (BMDC) (SSC-A vs FSC-A), (2) 

excluídos os doublets (grumos de células) (FSC-A vs FSC-W), (3) selecionados células positivas 

para o marcador de identificação CD11c+, (4) o mesmo parâmetro e utilizado para todos os 

tratamentos. 
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ANEXO 9.7 HISTOGRAMA DA ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS 

DE OXIGÊNIO. 

 

 

 

Figura 1. Histograma da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) por células M2 antes e 

durante infecção de C. neoformans após estímulo de polissacarídeos de A. auricula e G. lucidum. O 

tempo de estímulo dos polissacarídeos foi de 12 horas; Tempo de infecção após estímulo com 

polissacarídeos foi de 2 horas; Zim -  zimosan não depletado, GI – Ganoderma lucidum fração insolúvel; 

AI – Auricularia auricula fração insolúvel; Concentrações de todos os estímulos foi de 100 μg/mL; M2 – 

macrófagos alternativamente ativados; (A) histograma demonstra a fluorescência no eixo horizontal (em 

unidade exponencial logarítmica) e a quantidade de macrófagos alternativamente ativados (M2) contadas 

no eixo vertical; Experimento realizado em triplicata biológica. 
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ANEXO 9.8 ESTRATÉGIA DE SELEÇÃO PARA AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE 

ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO EM MACRÓFAGOS M2.  

 

 

Figura 1. Montagem da estratégia de seleção para avaliação da produção de EROs em macrófagos 

M2. Para a estratégia de seleção de células positivas foram (1) selecionadas população de células de acordo 

com tamanho e granulosidade para o tipo celular (BMDC) (SSC-A vs FSC-A), (2) excluídos os doublets 

(grumos de células) (FSC-A vs FSC-W) e (3) selecionados células positivas para o marcador de 

identificação CD11c+ (Anexo 9.6).  
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ANEXO 9.9 AUTORIZAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA PARA USO DE ANIMAIS 
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