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Resumo

O uso de cogumelos como agentes benéficos a saude humana remonta a milhares de
anos, especialmente na cultura asiatica. A prospec¢do do uso de polissacarideos, investigados
como potenciais mediadores de diferentes respostas imunologicas associadas a sistemas de
inflamagao e infeccdo tem sido foco de pesquisa nos ultimos anos. Estudos recentes
demonstram que o basidiomiceto Auricularia auricula, considerado o terceiro cogumelo
comestivel de maior importancia cultivado no mundo, ¢ utilizado ndo s6 no contexto
alimenticio, como alimentos funcionais, mas também apresenta valor para a industria
farmacéutica por seus compostos bioativos, como os polissacarideos, vitaminas, proteinas,
polifen6is e minerais. Polissacarideos obtidos deste cogumelo apresentam atividade
antioxidante, antitumoral, anticoagulante, hipoglicémica, radioprotetora, antiviral e

imunomodulatoria.

A modulacdo da resposta imune por polissacarideos € bem descritana literatura, com a
atuacao de receptores celulares responsaveis pela ligacao de acgticares que levam a ativacdo e
sinalizacdo celular, desencadeando ativando resposta imune inata ¢ adaptativa. A caracteristica
da resposta, entretanto, estd associada com a composicdo molecular e estrutural destas
moléculas, podendo variar com a composi¢do monossacaridica, padrdo de ramificacdo, peso

molecular, solubilidade, método de extragao da molécula e o grau de pureza obtido.

Um dos polissacarideos caracterizados como imuno-estimuladores, sdo as B-glucanas,
que foram avaliadas em aproximadamente $480 milhdes no mercado global em 2020. Suas
aplicagdes no mercado abrangem seu potencial imunomodulador e sua caracteristica de
alimento funcional. Polissacarideos e oligossacarideos adquiriram um espago dentro do
conceito de prebidtico, por serem fibras ndo digestiveis que podem ser benéficas ao hospedeiro
ao, seletivamente, estimular o crescimento e/ou atividade de populagdes da microbiota no
colon. Essa modulacao da microbiota estd associada a alteragao na fungdo da resposta imune e

a melhora da integridade do microbioma intestinal.

Quando esse microbioma ¢ perturbado, pode ocasionar uma disbiose intestinal que pode
progredir para uma resposta imune cronica tecidual. Localmente, a mudanca de populacdo leva
a producdo de metabolitos que interfere na homeostase tecidual para um quadro de dano ao

hospedeiro, chamado de colite ulcerosa. Dados anteriores do grupo de pesquisa indicam que



polissacarideos obtidos do cultivo submerso deste cogumelo atuam na inducao de uma resposta
imune protetora na infec¢@o pulmonar pelo fungo Cryptococcus neoformans. Nesse contexto,
um dos objetivos deste trabalho foi avaliar como a administracao de exopolissacarideos obtidos
do macrofungo Auricularia auricula por gavagem em camundongos ¢57BL/6J, de linhagem
selvagem e Knock-out para o receptor Dectina-1, atuaria em uma modelo experimental de
colite, induzida por dextran sulfato de so6dio (DSS). Os resultados obtidos indicam que o
tratamento amenizou os sintomas clinicos da colite, como o encurtamento do tamanho do
intestino e parametros histopatologicos e que a resposta ¢ dependente do receptor Dectina-1,

uma vez que os mesmos dados ndo foram observados nos animais Knock-out para este receptor.

Devido ao baixo rendimento, foi proposto uma metodologia alternativa de extracao para
aumentar o rendimento de polissacarideos a partir da sua purificagao do micélio, e observamos
um aumento do rendimento dos polissacarideos e a sua caracterizagdo mostrou a presenca
majoritaria de galactose, glicose, manose, com menores quantidades de fucose, xilose e ribose.
Quando comparamos os polissacarideos obtidosnos dois métodos de extragao, observamos que,
na composi¢cdo monossacaridica predominante, houve um aumento na concentracdo de
galactose, manutenc¢do da quantidade de glicose e menor quantidade de manose. Analisando a
atividade biologica in vitro deste polissacarideo observamos que ele foi capaz de estimular a
producdo de TNF-a pelos macréfagos. Considerando a capacidade de modular o microbioma
intestinal, analisamos também a capacidade destes polissacarideos de modular uma infecgao
em um outro tecido, e usamos o modelo in vivo do modelo experimental de infeccao por
Cryptococcus neoformans. Os animais infectados apresentaram uma disseminag¢ao maior do

fungo quando comparado com os animais nao tratados ou os Knock-outs para Dectina-1.

Concluindo que apesar de serem extraidos do mesmo macrofungo e ativaram producao
de TNF-a in vitro, os polissacarideos obtidos do meio de cultura conseguiram controlar um
processo inflamatorio in situ enquanto aqueles extraidos do micélio ndo controlaram a

disseminagdo flngica para o sistema nervoso central.

Palavras-chave: Polissacarideos, prebiotico, resposta imune, colite, Cryptococcus neoforman<



Abstract

The use of mushrooms as beneficial agents for human health dates back thousands of
years, especially in Asian culture. The prospect of using polysaccharides, investigated as
potential mediators of different immune responses associated with inflammation and infection
systems, has been the focus of research in recent years. Recent studies demonstrate that the
basidiomycete Auricularia auricula, considered the third most important edible mushroom
cultivated in the world, is used not only in the food context, such as functional foods, but also
presents value for the pharmaceutical industry for its bioactive compounds, such as
polysaccharides, vitamins, proteins, polyphenols, and minerals. Polysaccharides obtained from
this mushroom have antioxidant, antitumor, anticoagulant, hypoglycemic, radioprotective,

antiviral and immunomodulatory activity.

The modulation of the immune response by polysaccharides is well described in the
literature, with the action of cell receptors responsible for binding sugars that lead to cell
activation and signaling, triggering an innate and adaptive immune response. The characteristic
of the response, however, is associated with the molecular and structural composition of these
molecules, which may vary with the monosaccharide composition, branching pattern,
molecular weight, solubility, extraction method of the molecule and the degree of purity

obtained.

One kind of polysaccharides characterized as immunostimulants are B-glucans, which
were valued at approximately $480 million in the global market in 2020. Their market
applications include their immunomodulatory potential and their characteristic of functional
food. Polysaccharides and oligosaccharides have acquired a space within the prebiotic concept,
as they are non-digestible fibers that can be beneficial to the host by selectively stimulating the
growth and/or activity of microbial populations in the colon. This modulation of the microbiota
is associated with a change in the function of the immune response and an improvement in the

integrity of the intestinal microbiome.

When this microbiome is disturbed, it can lead to gut dysbiosis that can progress to a
chronic tissue immune response. Locally, the change in population leads to the production of
metabolites that interfere with tissue homeostasis leading to a condition of damage to the host,

called ulcerative colitis. Previous data from the research group indicate that polysaccharides



obtained from submerged cultivation of this mushroom act in the induction of a protective
immune response in pulmonary infection by the fungus Cryptococcus neoformans. In this
context, one of the objectives of this work was to evaluate how the administration of
exopolysaccharides obtained from the macrofungus Auricularia auricula by gavage in
c57BL/6J mice, wild type, and Knock-out for the Dectin-1 receptor, would act in ar
experimental model of colitis, induced by sodium dextran sulfate (DSS). The results obtainea
indicate that the treatment alleviated the clinical symptoms of colitis, such as the shortening of
the intestine size and histopathological parameters and that the response is dependent on the
Dectin-1 receptor, since the same data were not observed in the Knock-out animals for this

receiver.

Due to the low yield, an alternative extraction methodology was proposed to increase
the yield of polysaccharides from their purification from the mycelium, and we observed an
increase in the yield of polysaccharides and their characterization showed the majority presence
of galactose, glucose, mannose, with smaller amounts of fucose, xylose and ribose. When
comparing the polysaccharides obtained in the two extraction methods, we observed that, in the
predominant monosaccharide composition, there was an increase in the concentration of
galactose, maintenance of the amount of glucose and less amount of mannose. Analysing the
in vitro biological activity of this polysaccharide, we observed that it was able to stimulate the
production of TNF-a by macrophages. Considering the ability to modulate the intestinal
microbiome, we also analysed the ability of these polysaccharides to modulate an infection in
another tissue, and we used the in vivo model of the experimental model of Cryptococcus
neoformans infection. Infected animals showed greater spread of the fungus when compared to

untreated animals or Dectin-1 Knock-out.

Altogether, these results show that despite being extracted from the same macrofungus
and activating TNF-a production in vitro, the polysaccharides obtained from the culture
medium were able to control an inflammatory process in situ while those extracted from the

mycelium did not control fungal dissemination to the central nervous system.

Keywords: Polysaccharides, prebiotics, immune response, colitis, Cryptococcus neoformans
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1. Introducao

A pratica de cultivo de cogumelos estd presente hd mais de 2000 anos, principalmente
na cultura asiatica. Métodos de cultivo, como a técnica JunCao (1983), tém sido elaborados e
otimizados, para aumentar o rendimento desses fungos e seus compostos que possuem
importante valor nutricional e medicinal, trazendo beneficios sociais, ecoldgicos e economicos

(Urben et al., 2017).

O uso de cogumelos como alimentos se embasa, além do sabor, na sua composicao rica
em proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas, minerais e antioxidantes. A prospecc¢do de seus
compostos bioativos, como polissacarideos, lectinas, terpenoides e alcaloides, ¢ de interesse

para aplicacdes na area da saude (Wang et al., 2017).

Os polissacarideos, biopolimeros compostos de monossacarideos unidos por ligagdes
glicosidicas, s3o as moléculas de maior bioatividade encontradas em diversas espécies de
cogumelos. Podem ser classificados em homopolissacarideos ou heteropolissacarideos,
dependendo da composi¢do monossacaridica. Na literatura, esta descrito que essas moléculas
tém atividade antitumoral, imunomodulatéria, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antiviral,

antioxidativa, hipoglicémica e hepatoprotetora (Wang et al., 2017; Chakraborty et al., 2019).

A atividade imunomodulatoriadestas moléculas, que pode ser tanto imuno estimuladora
quanto imunossupressora, ou mesmo imunoadjuvante, estd associada com a diversidade
estrutural da composi¢cdo monossacaridica, grau de ramificacao, propriedade reoldgica, peso
molecular e conformagao tridimensional da cadeia, fatores que propiciam grande diversidade
funcional (Wang et al., 2017; Chakraborty et al., 2019; Maity et al., 2021; Miao et al., 2020;
Ferreira et al., 2015).

1.1. Auricularia auricula

Cogumelos da espécie Auricularia, pertencem a ordem Auriculariales e seu nome esta
associado ao formato do corpo frutifero, que lembra o formato de uma orelha, ¢ ¢
caracteristicamente gelatinoso (Figura 1). Nomes populares, como orelha de judeu e orelha de

pau, sao encontrados na literatura para descrevé-lo (Regis; Geosel, 2023).
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Figura 1. Morfologia do corpo frutifero de trés variedades do cogumelo Auricularia auricula. Imagem de
Zhao e colaboradores (2019).

O uso do cogumelo da espécie Auricularia auricula na medicina tradicional chinesa e
como alimento funcional esta consolidado. O cultivo da espécie esta elencado como o terceiro
de maior importancia, sendo a China responsavel pela maior parte deste (Zhao et al., 2019).
Esse basidiomiceto possui ciclo de vida haploide-diploide, de forma que o corpo de frutificacdo
produz esporos, que germinam em hifas, as quais se fundem formando a estrutura que
chamamos de micélio. Quase todas as espécies de Auricularia podem ser encontradas em

regides tropicais, subtropicais e temperadas (Zhao et al., 2019; Liu et al., 2021).

A espécie apresenta diversos compostos bioativos em sua composi¢cdo, em que se
destacam os polissacarideos, proteinas, lipideos, vitaminas e pigmentos (Yu ef al., 2023). A
bioprospeccao de polissacarideos ¢ importante para implementar essa tecnologia a favor da
satde. Regis, Gedsel (2023), levantaram a hipdtese de que os polissacarideos obtidos de
diferentes espécies de Auricularia atendem as demandas da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e podem ser tteis frente aos fatores de risco elencados, como ma nutri¢do, obesidade e

pressao alta (Regis; Geosel, 2023).

O corpo frutifero das espécies de Auricularia ¢ fonte de diversos polissacarideos, que
representam a composi¢ao predominante do cogumelo. J& foi descrito que esses polissacarideos

possuem atividade antioxidante, antitumoral, hipoglicémica, hepatoprotetora, anticoagulante,
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imunomodulatoéria, anti hiperlipidémica, efeitos radioprotetores e na redugdo de colesterol

(Miao et al., 2020; Regis; Geosel, 2023).

Em 1978, as primeiras 3-D-glucanas do corpo de frutificacdo de Auricularia auricula,
chamadas de “glucana soluvel em agua I” e “glucana alcali-insoluvel I, foram extraidas
utilizando salina (0,9%) (Miao et al., 2020). Entretanto, além do longo tempo de cultivo
necessario para obtengdo dessa estrutura macroscopica, o controle de qualidade do produto ¢
dificil. A técnica de cultivo submerso fornece, entdo, um método alternativo de obtengao de
polissacarideos que propde a reducao de tempo de cultivo/fermentacao e dos custos envolvidos,
com um maior controle de qualidade e rendimento associados ao processo. Essa ¢ uma
perspectiva interessante para o mercado de glucanas, que movimentou $479,51 milhdes de

dolares em 2020 (Zhang et al., 2018; Wu et al., 2006; Mordor Intelligence, 2022).

1.2. Resposta Imune e polissacarideos

Polissacarideos sdo moléculas com bioatividade descrita em contexto de
imunomodulag¢do, podendo ser classificados como imuno-estimuladores ou imunossupressores.
Muitos dos polissacarideos extraidos de cogumelos mantiveram essa atividade e sdo capazes de

estimular direta ou indiretamente o sistema imune (Chakraborty et al., 2020; Ferreira et al.,
2015).

Devido a sua massa molecular, grau de solubilidade e conformagao tridimensional,
polissacarideos interagem com as células do sistema imune por meio de diferentes receptores,
como dectina-1 (especifico para B-glucanas), receptores scavenger, receptor do complemento 3
(CR3) e receptores do tipo Toll (TLR-2, TLR-4). A liga¢do dos polissacarideos a esses
receptores desencadeia cascatas de sinalizagdo intracelular que promovem os mecanismos

efetores da resposta imune (Chakraborty et al., 2020; Ferreira et al., 2015) (Figura 2).

O receptor transmembrana Dectina-1 pertence ao grupo de receptores de lectina do tipo
C e foi inicialmente descrito por Ariizumi e colaboradores (2000), embora sua capacidade de
ligar B-glucanas tenha sido descrita posteriormente por Brown e Gordon (2001) (Ariizumi et
al., 2000; Brown; Gordon, 2001). Esse receptor se enquadra em um grupo de receptores de

reconhecimento de padrdes, que no contexto da resposta imune inata, reconhecem padrdes
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moleculares associados a patogenos ou ao dano (PAMP’s e DAMP’s) e ativam mecanismos
efetores. Dectina-1 € o principal receptor associado a resposta antifungica e estd altamente
expressa em tecidos como o pulmio e intestino. E capaz de reconhecer B-1,3-glucanas e p-1,6-
glucanas, particuladas ou soluveis, que estdo presentes principalmente na parede celular de
fungos, mas também de bactérias e plantas. O reconhecimento ativa cascatas de sinalizagdo
intracelular de maneira independente de metais e ions, e ativa células de forma dependente ou
independente de SYK (proteina tirosina quinase). A ativacdo de mecanismos fungicidas em
células fagociticas promove a fagocitose e morte fingica em fagolisossomos bem como a
producdo de espécies reativas e producgdo de citocinas e quimiocinas, como TNF-a, IL-6, IL-2,
IL-23, IL-10 e MIP-2 (Ariizumi et al., 2000; Brown; Gordon, 2001; Kimberg; Brown, 2008;
Brown, 2005). As diferencas estruturais dos componentes presentes na parede celular em
diferentes fungos propiciam uma maior ou menor exposi¢do de moléculas, o que além de
quebrar o paradigma de uma estrutura “rigida” e “imutével”, explicaria as diferentes respostas

antifungicas observadas nos hospedeiros (Cheng et al., 2011; Casadevall; Neil, 2022).

ez 1N
& ¢ ¢

Dectina-1 Receptor do tipo Toll  Receptor Scavenger
Cascata de Sinalizacao

13

Atividade Atividade

anticancerigena Atividade imunomodulatéria

antitumoral

Figura 2. Conceitualizacdo da atividade bioldgica de polissacarideos de cogumelos. Imagem adaptada de
Chakraborty e colaboradores (2020).
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Em Basso e colaboradores (2019), a frag¢do insoltivel de exopolissacarideos obtidos de
Auricularia auricula pela técnica de cultivo submerso apresenta atividade imunoestimulatoria,
como observado pelo aumento da produgado das citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF -
a) e interleucina-10 (IL-10), tanto em macrdéfagos polarizados para um fenétipo do tipo M1
(Macrofago (GM-CSF) — pré-inflamatorio) quanto para o fenotipo M2 (Macréfago (LCCM) -
regulatorio) (Figura 3 A e B) (Basso ef al., 2019).

De forma indireta, os polissacarideos podem modular o microbioma do hospedeiro e
favorecer ou inibir o crescimento de diferentes populacdes de microrganismos, que podem
produzir moléculas regulatdrias como acidos graxos de cadeia curta (SCFA - short chain fatty
acids) como acetato, butirato e propionato. Muitos desses polissacarideos ndo sao digeriveis
por enzimas humanas e sdo direcionados para o trato gastrointestinal (TGI), onde sdo
fermentados por bactérias residentes no coélon e no ceco. Os mecanismos de acdo desses
metabolitos compreendem tanto a ativagdo de vias de sinalizagdo e transcri¢do génica quanto a
reducdo do pH intestinal, que inibe o crescimento de populacdes patogénicas de bactérias gram-

negativas (Tang et al., 2019; Jayachandran et al., 2017; Chen et al., 2020; Kong et al., 2020).
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Figura 3. Producao de citocinas apés estimulos com exopolissacarideos de A. auricula e G. lucidum.
Sobrenadante do cultivo celular avaliado apds 24 horas de estimulo. GS — Ganoderma lucidum Soluvel, GI -
Ganoderma lucidum insoluvel; AS — Auricularia auricula Solavel, Al — Auricularia auricula insolavel;
concentragdes de 50 a 200 pg/mL para todas as fragdes testadas. M1 — Macréfagos classicamente ativados; M2
Macroéfagos alternativamente ativados; Zymosan Dep. — Zymosan. Imagem e legenda adaptadas de Basso (2017).
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2. Objetivo

O Objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade dos polissacarideos produzidos pelo A.

auricula, em modular a resposta imune inata do hospedeiro quando administrado pela via oral.

2.1. Objetivos especificos

1- Andlise da atividade in situ do polissacarideo secretado em modelo experimental de
colite induzido pelo DSS — Capitulo I

2- Analise dos polissacarideos produzidos pelo macrofungo quando extraido do micélio
ou estimulados a sua secre¢do — Capitulo II

3- Anadlise da atividade do polissacarideo extraido do micélio em modelo experimental de
infec¢do com o Cryptococcus neoformans — Capitulo 111

4- Analise da atividade in vitro do polissacarideo extraido dos micélios — Capitulo IV
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3. Capitulo I — Avaliacdo de exopolissacarideos de Auricularia auricula no modelo

murino de colite induzido por DSS

Os microrganismos apresentam um importante papel de mutualismo com os demais
organismos vivos, incluindo os animais. Desde o nascimento, os animais estabelecem uma
relagdo com os microrganismos formando um ecossistema chamado de microbioma, que
compreende uma microbiota que varia entre individuos, mas que mantém algumas
caracteristicas importantes para manutengdo da homeostase. Microrganismos podem se
estabelecer em diferentes locais do corpo como a pele, a cavidade oral, o trato urogenital e nos
intestinos, formando populagdes chamadas de microbiota. Pelo menos 90% da microbiota
intestinal ¢ composta por 90% bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinobacteria. Entretanto, a microbiota ndo compreende apenas bactérias, mas também

fungos, virus e archaeas (Shen, 2017; Tang ef al., 2019; Zakerska-Banaszak et al., 2021).

Situagdes de disbiose podem acontecer por diversos fatores internos ou externos, como
alteragdes na dieta, no ambiente ou pelo uso de antibioticos. Esse desbalan¢o pode ocasionar o
desenvolvimento de doengas inflamatorias e metabolicas, como obesidade, doencas
cardiometabolicas, cancer e doencas inflamatorias intestinais, ou mesmo infecciosas (Tang et

al.,2019; Toros et al., 2023; Zhao et al., 2023).

Dentre as doengas inflamatdrias intestinais, destaca-se a colite ulcerativa. Acredita-se
que a causa desta doencga esteja relacionada com um processo de disbiose intestinal, que pode
aumentar a translocagdo bacteriana e desequilibrar a imunidade da mucosa, resultando na
inflamacdo intestinal cronica. Essa inflamacdo ¢ mediada pela ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (cé¢lulas dendriticas e macrofagos) e pela indugdo de uma resposta
de células Thl, com a produgao aumentada de interferon gama (IFN-y) e TNF-a e resposta de
células Th17, produtoras de IL-17. Também ¢ observada uma reduc¢do de células T regulatorias,
0 que ocasiona uma resposta pro-inflamatéria com dano tecidual (Shen et al., 2018; Tang et al.,

2019; Sommer et al., 2017).

Apesar de sua descricdo no reconhecimento de fungos e ativacdo de mecanismos

efetores da resposta imune inata, o papel do receptor dectina-1 em modelos de colite ¢
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controverso na literatura. Em Iliev e colaboradores (2012) ¢ descrito um papel protetor deste
receptor, visto que camundongos Knock-out para ele sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento
de colite. A auséncia do receptor pode impactar a resposta antifingica e permitir o crescimento
de fungos patogénicos oportunistas, como Candida tropicalis, que podem participar desse
processo inflamatoério. Entretanto, a administragdo de antifiungicos em modelo murino de colite
induzida por DSS pode, também, exacerbar a colite e alterar a microbiota. J4 em Tang e
colaboradores (2015), esses animais sdo resistentes e refratariosao desenvolvimento da doenca.
Nesse caso, a regulacdo do processo inflamatorio ocasiona a reducdo de peptideos
antimicrobianos no tecido (S100a8 e S100a9) e favorece o crescimento de Lactobacillus
murinus, o que favoreceu a populacdo de células T regulatorias e o controle do processo
infeccioso. Essa dualidade pode ser resultado de alteragcdes da microbiota, que pode ser um fator
determinante do perfil protetor ou suscetivel em modelo de inflamagdo intestinal (Iliev et al.,

2012; Tang et al., 2015; Santus et al., 2021; Wang et al., 2022).

O uso de polissacarideos prebioticos ¢ preconizado na literatura em modelos de colite
induzida por DSS, pela promog¢do de um perfil tolerogénico com a produ¢do de IL-10. Esta
citocina regulatdria é importante mediadora do processo de protecdo em modelo de colite
induzida por DSS, sendo, portanto, um alvo de pesquisa para avaliar seu potencial terapéutico
(Tang et al., 2019; Cardoso et al., 2018). Avaliamos, entdo, qual o efeito do tratamento com
exopolissacarideos obtidos do cultivo submerso de Auricularia auricula em um modelo

experimental de colite induzida por DSS.

3.1. Materiais e Métodos

Obtencao e caracterizagao dos polissacarideos do cogumelo Auricularia auricula a
partir do conteido exsudado em cultivo submerso. Avaliagdo da atividade desses

polissacarideos em modelo de desenvolvimento de colite experimental.
3.1.1. Cultivo de Auricularia auricula

O basidiomiceto Auricularia auricula (cc 309) foi obtido no Banco de Germoplasmade
Cogumelos para Uso Humano da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
Unidade Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen, sob coordenagdo da Dra. Arailde

Fontes Urben. O termo de autorizacao de acesso de patrimdnio genético (nimero 010342/2014-
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1) foi concedido pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico —

CNPq.

O cogumelo foi cultivado em placas de petri contendo meio Caldo Batata Dextrose
(Acumedia, ref. 7585A) preparado conforme as especificagdes do fabricante (24 gramas de
meio liofilizado para o preparo de 1 litro) e 10% de agarn (Kasvi, ref. K25-611001). As placas
foram inoculadas com 3 fragmentos de 1 cm?, oriundos de uma placa original e incubadas a 25
°C por 7 dias ou até o micélio cobrir toda area da placa (Figura 4). Apos a confluéncia do

micélio, as placas foram armazenadas a 4 °C.

Figura 4. Cultivo de A. auricula emplaca de petricontendo meio Batata Dextrose Agar.Imagem do arquivo
pessoal.

Para obtencao dos polissacarideos, foi empregada a metodologia de cultivo submerso,
com o preparo de um pré-indculo com 5 fragmentos de 1 cm? do micélio para um frasco
Erlenmeyer contendo 100 mL de meio Batata Dextrose e 270 pL de acido latico (concentracao
10,6°) (Sigma-Aldrich, L1250). O cultivo foi acondicionado no escuro por 7 a 10 dias, a 30 °C
sob agitacdo de 120 a 130 rpm. Ap0s esse periodo, o pré-indculo foi transferido para um frasco
Erlenmeyer contendo 500 ml de meio batata dextrose e cultivado por 7 a 10 dias nas mesmas

condig¢des (Figura 5).

Ap6s a confluéncia do cultivo submerso, em torno do décimo dia, o micélio foi separado
do meio de cultivo, centrifugado a 5000 rpm, 4 °C por 12 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o micélio foi submetido a trés lavagens com 4gua milliQ estéril. Apos a ltima

lavagem, o conteudo foi vertido em um frasco Erlenmeyer com 500 mL de agua milliQ estéril
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e foi acondicionado novamente na incubadora nas mesmas condi¢des descritas para o

crescimento, por 24 horas.

Figura 5. Cultivo submerso de A. auricula em meio Batata Dextrose liquido. Imagem do arquivo pessoal.

Ao final desse periodo, o micélio passou novamente pela etapa de centrifugagdo, o
sobrenadante foi guardado e o micélio foi descartado. O sobrenadante foi congelado a -80 °C e
liofilizado. O contetido liofilizado foi ressuspendido em 4agua milliQ e homogeneizado em
sonicador de ponteira (30% de amplitude por 9 minutos). Em seguida, foi centrifugado a 10000
xg, por 10 minutos. Para este trabalho, consideramos que o sobrenadante continha a fragao
soluvel e que o conteudo depositado como corpo de fundo apds a etapa de centrifugacgdo era a

fracdo insoluvel, o exopolissacarideo que utilizamos para os experimentos deste trabalho.
3.1.2. Quantificacido de polissacarideo do excretado por método colorimétrico

A quantificacdo relativa de polissacarideos obtidos a partir do exsudado do cultivo do
basidiomiceto foi feita com base no protocolo da Curva de Fenol Sulftrico (DuBois et al.,
1956). Para essa reacdo colorimétrica, adicionamos 50 pL da amostra a 500 pL de fenol 4% e
2,5 mL de acido sulfurico. As amostras foram homogeneizadas e a absorbancia foi obtida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 490 nm. Para defini¢do da concentracdo, os

valores obtidos foram comparados com uma curva padrao de glicose.
3.1.3. Animais

Para os ensaios in vivo e ex vivo utilizou-se camundongos Mus musculus cS7TBL/6J e

Dectina-1 Knockout, machos e fémeas, com 8-12 semanas de idade. Estes permaneceram
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durante o periodo experimental no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
de Brasilia, em racks ventilados com bebida ¢ comida ad libitum. O uso destes animais foi
previsto no projeto de Protocolo n° 18/2019 aprovado na Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade de Brasilia (Anexo I).

Antes do inicio do procedimento experimental, os animais foram separados nos
respectivos grupos experimentais ¢ acondicionados em caixas especificas para estantes com

ventilacdo micro isolada.
3.1.4. Inducao de colite

Para avaliacdo de um processo inflamatorio tecidual, utilizamos o modelo de inducao
de colite por Dextran Sulfato de Sodio (DSS) (Sigma-Aldrich, ref. 42867) na concentracao de

2% (Chassaing et al., 2014), em que a solucdo foi oferecida aos camundongos por 5 dias.

Cada animal recebeu 100 pg do polissacarideo em um volume de 100 pL por gavagem
como tratamento por 5 dias no grupo controle do tratamento e por 8 dias no grupo da colite
experimental, sendo o tratamento iniciado 3 dias antes do inicio da administracao de DSS e
continuado nos 5 ultimos dias de administracdo de DSS. Durante o periodo experimental, fezes
foram coletadas e congeladas a -80 °C. No décimo primeiro dia, os animais foram anestesiados

para coleta de sangue e, em seguida, eutanasiados (Figura 6).

Em ambiente estéril, tiveram seu intestino e conteudo fecal recolhidos para andalise de
sequenciamento realizada pelo Dr. Christian Hoffmann (Anexo II). O intestino dos
camundongos foi retirado completamente e fizemos um corte para avaliar o comprimento do
ceco ao reto. Para andlise, utilizamos fotografia comparativa com padrao de medida e

analisamos o comprimento utilizando o software ImageJ 1.53t.
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Figura 6. Cronograma do modelo experimental in vivo de colite induzida por DSS 2%. O periodo
experimental foi delimitado em 12 dias. A indicacdo em verde representa o tratamento com o
exopolissacarideo (EPS) via gavagem. Em roxo, esta indicado o periodo em que os camundongos receberam
a solucao de DSS 2%.

3.1.5. Producao de citocinas

A quantificacdo de citocinas foi feita pela técnica ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), usando os kits especificos da marca Invitrogen, seguindo as instrugdes
do fabricante. Como marcador inflamatorio, quantificamos a citocina TNF-a (Invitrogen, rref.

88-7324) no tecido intestinal (por¢ao do célon) e no soro dos camundongos.
3.1.6. Histopatolégico

O material bioldgico (célon) coletado para analise histopatologica foi acondicionado em
cassetes previamente etiquetados e armazenados em solucao de formaldeido tamponado (10%)
até o processamento das amostras. Os tecidos foram processados e acondicionados em blocos

de parafina, que foram cortados para o preparo das laminas de corte histologico.

As laminas para analise histopatologica foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE)
e foram escaneadas no equipamento Aperio Scanner CS2 (Leica Biosystems) e as imagens

adquiridas foram analisadas no software Aperio ImageScope x64.

3.1.7. Analise estatistica
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Todos os resultados quantitativos desta parte do trabalho foram analisados com desvio padrao
(SD) da triplicata bioldgica feita de um dos experimentos independentes, de um total de duas
analises técnicas. Para avaliar estatisticamente diferengas entre grupos experimentais a analise da
variancia (One-way ANOVA), foram utilizados pelo software GraphPad Prism (versdo 8.0). Os

dados foram considerados significantes quando p < 0,05.

3.2. Resultados e Discussao

3.2.4. Comprimento do intestino em modelo experimental de colite ndo altera

apos tratamento com exopolissacarideo

No modelo de indugdo de colite, os camundongos selecionados foram expostos a
solucdo de DSS 2% por 5 dias em seu bebedouro. Os grupos de tratamento foram divididos
entre aqueles que receberam somente o tratamento com o exopolissacarideo, via gavagem, € o
grupo que comecou a ser tratado trés dias antes da exposicao ao DSS 2% e permaneceu sendo

tratado ao longo do periodo experimental.

No décimo primeiro dia, os animais foram eutanasiados, apds a coleta de sangue total,
e os intestinos foram dissecados para analise de comprimento. Podemos observar no grafico
comparativo de tamanho (Figura 7) que, conforme o esperado, o grupo experimental de controle
do desenvolvimento de colite apresentou uma reducdo do comprimento intestinal apds a

ingestdo da solucao de DSS 2%.

O encurtamento do colon causada pela inflamagao ¢ um dos sinais clinicos da colite.
Observamos esse encurtamento tanto para camundongos Wt quanto camundongos Knock-out
para Dectina-1, bem como a recupera¢ao do comprimento no grupo que recebeu o tratamento
com o exopolissacarideo. Na analise de sequenciamento realizada pelo dr. Christian Hoffmann,
também foi possivel observar diferencas na abundancia de populacdes bacterianas entre os
grupos tratados em ambos os genoétipos, embora as analises para determinar quais foram os
géneros modulados ainda esteja em andamento (Anexo II). Em Tang e colaboradores (2015),
mostra-se que camundongos que nao possuem o receptor Dectina-1 sdo refratarios ao
desenvolvimento de colite induzida por DSS (2 e 4%) pela expansdo de uma populagdo de
células T regulatorias bem como pela diferente composi¢do da microbiota. Neste artigo, o
bloqueio do receptor Dectina-1 com seu antagonista, laminarina, suprimiu a ativa¢do de uma
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resposta inflamatoria e favoreceu o crescimento de populagdes de Lactobacillus murinus,
mostrando que a administracdo de polissacarideos antagonistas pode atenuar a sinalizag¢do do

receptor e proporcionar um ambiente regulatorio.
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Figura 7. Andlise do tamanho do intestino (corte do ceco ao reto) de camundongos ¢57BL/6J, selvagem e
Dectina-1 Knock-out, em modelo experimental de colite. O grafico representa o comprimento, avaliado em
papel milimetrado, do intestino em centimetros (cm).

3.2.2. Producao da citocina TNF-0 no tecido intestinal aumentou com o

tratamento

Para avaliar se o modelo de colite induziu uma resposta inflamatdria, avaliamos os
niveis da citocina TNF-a no macerado intestinal e no soro dos camundongos. Podemos observar
que, para os camundongos de fendtipo selvagem, o tratamento com o EPS promoveu maior
producdo da citocina no intestino, sendo maior no grupo experimental do modelo de colite
tratado com o EPS (Figura 8A). Esse aumento ndo ¢ observado nos camundongos de gendtipo
Dectina-1 Knock-out, indicando que o tratamento necessita da ativagdo do receptor para

producao de citocinas inflamatoérias (Figura 8C).

Esses resultados corroboram com o proposto por Tang e colaboradores (2019), que
mostra no modelo de colite uma polarizagao inflamatéria de aumento de produgao de TNF-a
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provocado pelo dano tecidual causado na situacdo de disbiose. E necessario a avaliagdo de
outros painéis de citocinas para definir se, apesar de ndo observarmos o aumento de TNF-a,

outras citocinas envolvidas da patologia e regulacdo da colite foram moduladas com o

tratamento.
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Figura 8. Quantificacdo da citocina TNF-a no intestino e no soro de camundongos em modelo experimental
de colite. (A-B) Producio da citocina no intestino e soro, respectivamente de camundongos de genétipo
selvagem (Wt); (C-D) Producdo da citocina no intestino e soro, respectivamente de camundongos de
genotipo Dectina-1 Knock-out. Analise estatistica One-way ANOVA compara grupos do modelo com o

controle do modelo de colite. p significativo quando < 0,05

3.2.3. Histopatolégico

A colite ulcerativa ¢ uma doenca inflamatoria cronica caracterizada pela inflamacao
tecidual. Na andlise do corte histopatoldgico, € possivel observar infiltrados inflamatorios nos
grupos experimentais que receberam somente DSS 2% e no grupo que recebeu DSS 2%

associado ao tratamento com o exopolissacarideo, embora menos aparente. O corte do grupo
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que recebeu apenas a solucdo de exopolissacarideo ndo mostra evidéncias de uma inflamacao
tecidual (Figura 9). Este dado confirma dados prévios do nosso grupo de pesquisa utilizando

polissacarideos de outro macrofungo pelo mesmo método de obtencgao.

O uso de polissacarideos naturais em modelos de inflamacao intestinal j& foi descrito na
literatura, mostrando a importancia deles ndo s na modulagdo do microbioma, mas também na
manutencao estrutural do tecido. Proteinas de junc¢do, como ocludina, claudina-1 e proteinas da
zona de oclusdo (ZO-1), sdo responsaveis pela manuten¢ao da estrutura do epitélio intestinal e
alteragOes na sua expressao podem estar associadas com o dano da barreira bem como da sua
restauracdo. Kong e colaboradores (2020) mostraram que a atividade de um polissacarideo
obtido de A. auricula aumentou os niveis transcricionais dessas proteinas, sugerindo que a
administragdo do polissacarideo melhorou a barreira intestinal (Kong et al., 2020). Em Sauruk
da Silva e colaboradores (2021) foi demonstrado como um polissacarideo marinho obtido da
tinta de lula em um modelo de inflamagao intestinal promoveu o aumento a nivel transcricional
e proteico dessas proteinas de jun¢do. Ja em Han e colaboradores (2020), analises imuno-
histoquimicas mostraram nao somente o aumento dessas proteinas com o tratamento, mas

também observaram uma reducdo na inflamagao tecidual em modelo de colite induzida por

DSS (Sauruk da Silva et al., 2021; Han et al., 2020).
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Figura 9. Corte histopatologico do tecido intestinal de camundongos ¢57BL/6J de genétipo selvagem e
Knock-out para Dectina-1 em modelo experimental de colite induzida por DSS. Os cortes de histopatolégico
foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e as imagens foram analisadas no programa ImageScope x64
nos aumentos de 5x.

4. Capitulo IT — Otimizacao da extracao e caracterizacao de polissacarideos do micélio

de Auricularia auricula

Por causa da diversa bioatividade de polissacarideos, ¢ necessaria a otimizagao de
métodos de extracdo e purificacdo, bem como a caracteriza¢do dos produtos de cada processo.
A metodologia de extragdo aquosa ¢ uma das mais utilizadas devido a facilidade de execugdo

em termos técnicos e financeiros (Chen et al., 2020).
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Poucos estudos comparam diferentes métodos de extracdo e a atividade dos
polissacarideos obtidos. Em Habijanic e colaboradores (2015) sdo demonstradas a obtengao de
cinco fragdes a partir do cultivo submerso de Ganoderma lucidum, um macrofungo cujos
polissacarideos possuem importancia imunomodulatéria. Essas fracoes, obtidas com diferentes
graus de pureza, foram avaliadas quanto a producdo de citocinas associadas a resposta imune
inata em células mononucleares de sangue periférico (PBMC’s) e observou-se que
polissacarideos obtidos da extragao da parede promovem o aumento da producao de TNF-a por
estas células e que essa produgdo estava associada ao grau de pureza obtido no processo

(Habijanic et al., 2015).

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Padronizac¢io da obtenc¢ido de polissacarideos da parede celular

Para otimizar a obtencdo de polissacarideos, procuramos na literatura diferentes métodos e
protocolos para extragdo. Em Habijanic e colaboradores (2015) sdo descritas diferentes
metodologias para extracao e purificagdo do polissacarideo a partir do cultivo submerso.
Seguindo as etapas para obtengdo das fracdes A e B do artigo com modificagdes, iniciamos o
processo com a filtragdo a vacuo do cultivo, separando a massa de micélios do meio de cultura

(Habijanic et al., 2015).

O meio de cultura filtrado foi concentrado a 100°C para um volume final de 100 mL. Esse
concentrado foi precipitado com etanol 96% (3:1 v/v) a4°C por 12 horas. O material precipitado
foi centrifugado por 30 minutos, 9000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o material

foi lavado com acetona P.A. e entdo, concentrado a vacuo para o preparo da andlise.

Os micélios separados na filtragdo a vacuo inicial foram lavados com metanol (temperatura
ambiente, 2-3 horas) para remover componentes de baixo peso molecular. Apds essa etapa,
foram novamente filtrados e entdo foram submetidos a extragdo aquosa por 6 horas a 100 °C.
Os polissacarideos extraidos, presentes no sobrenadante, foram precipitados com etanol 96%
(3:1 v/v) por doze horas a 4°C, centrifugados a 9000 rpm e lavados com acetona P.A. (Vetec,
cod. 187). Apds a lavagem, o material foi ressuspendido em dgua deionizada e liofilizado, antes

de prosseguir para os demais ensaios de caracterizacao e atividade biologica (Figura 10).
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Figura 10. Fluxograma da metodologia proposta de obtencio de polissacarideos a partir do cultivo
submerso de Auricularia auricula. A metodologia de extraciio aquosa descrita se baseia em Habijanic et al.
(2015), com adaptacdes.

4.1.2. Analise de composi¢cao monossacaridica (GC-MS)

Os procedimentos de acetilagdo e metilagdo das amostras para cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) foram realizados no Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Federal de Cataldo, com auxilio da Dr.* Maria Carolina B.

Di Medeiros Leal e da Dr.? Elaine Carbonero.
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Para anélise de composi¢do monossacaridica, o polissacarideo foi acetilado em um
processo de derivatizagdo quimica. Na primeira etapa da hidrolise acida, adicionamos 200 uL
de acido trifluoroacético (2 M) a 3 mg da amostra em um tubo do tipo Pyrex e deixamos o
material na estufa a 100 °C por 6 horas. Apos retirar o tubo da estufa, deixamos esfriar a

temperatura ambiente.

Quando a temperatura equilibrou, iniciamos o processo de redu¢do com a adi¢do de
borohidreto de sodio (NaBHy) e 200 puL de dgua destilada até que a amostra estivesse com pH

9 e deixamos o material reduzindo por aproximadamente 12 horas (overnight).

Para neutralizagdo do material, utilizamos uma resina cationica acida para obtengao de
um pH 6-7, transferimos o conteudo liquido para outro tubo com auxilio de uma pipeta Pasteur

de vidro e, entdo, utilizamos uma bomba a vacuo para secagem da amostra.

Apos a etapa de secagem, adicionamos metanol ao tubo para remover o excesso de
borohidreto de metila na forma de borato de metila, em 5 etapas consecutivas de adicdo do
alcool seguidas de secagem da amostra. Para a acetilagdo, foi adicionado 500 pL
proporcionalmente de anidrido acético e piridina (1:1, v/v), e deixamos a amostra reagindo por
12 horas a temperatura ambiente. Para extracdo dos derivados acetilados adicionamos 1 mL de
cloroférmio e removemos a piridina pela adi¢do de uma solugdo de sulfato de cobre (5%),
seguida da adi¢do de dgua destilada. O material foi filtrado com auxilio de algodao e secou a

temperatura ambiente.
4.1.3. Determinac¢ao de homogeneidade e massa molar polimérica (MM)

A homogeneidade e massa molar da fracdo polissacaridica parcialmente purificada,
foram determinadas por cromatografia de exclusdo de alta performance (HPSEC), utilizando
sistema de detecc¢ao por indice de refragao, frequénciana regido do ultravioleta e espalhamento

de luz (Agilent 1260 Infinity I Multi GPC-SEC).

A separagao cromatografica foi realizada em uma coluna de exclusao molecular Agilent
PL Aquagel-OH Mixed-H (300 x 7,5 mm, 8 um), a temperatura constante de 30 °C. O volume
de injegdo foi de 100 pL. A fase movel foi de 0,1 M de NaNO, com 0,2 g.L"! de azida de sddio,
em um fluxo de 1,0 mL.min"'. As amostras foram solubilizadas na solugdo eluente (1 mg.mL"

1 e filtradas em membrana com poros de 0,22 um. A massa molar foi calculada utilizando curva
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de calibragao obtida com padrdes de dextrana. Todos os dados foram adquiridos usando o

software Agilent GPC/SEC (Agilent Technologies, Cheadle, United Kingdom).

4.1.4. Quantificacdo e caracterizacdo de polissacarideos da parede celular de

Auricularia auricula por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a andlise de caracterizagdo qualitativa por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), foi
pesada em balancga analitica 12,76 mg do polissacarideo obtido como descrito anteriormente.
Esse polissacarideo foi solubilizado em 500 pL de DMSO-d6 (Dimetilsulféxido hexadeuterado,
99,9%; Sigma, ref. 151874) e sua homogeneizagao foi realizada em etapas de aquecimento e

agitacdo da amostra, até completa solubilizagdo.

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear foram adquiridos em um equipamento
de 11.7 Tesla (500 MHz para frequéncia de hidrogénio), usando temperatura de 343K, TMS

como padrao de referéncia interna, em uma sonda de deteccdo inversa.

Para os espectros de préton com pré-saturagdo do sinal da 4gua usando ondas continuas, os
parametros foram, tempo de aquisicdo (AQ = 0.9175040s), janela de varredura (SWH =
35714.285 Hz), tempo de relaxacdo (d1 =1s), tempo de pulso de 90° (p1 = 15 pus) e nimero de

scans (ns = 64).

Para os experimentos de '*C, os pardmetros foram, tempo de aquisi¢do (AQ = 0.52s) janela
de varredura (SWH = 31250 Hz), tempo de relaxacgdo (d1 =0.1s), tempo de pulso de 90° (pl =
9.5 us) e nimero de scans (ns =4K). O experimento 2D homonuclear (COSY), as correlagdes
foram determinadas utilizando os mesmos parametros de aquisi¢ao do espectro de proton, com

nimero de scans (ns=48).

Para todas as correlagdes heteronucleares (HSQC-edit, HSQC-TOCSY and HMBC-long
range) o SWH em F1 foi de 35713.387 Hz e o SWH em F2 foi de 6009.615 Hz, d1 =1.5s e o

numero de experimentos em F1= 64, AQ in F2 = 0.085s foram utilizados. O tempo de mistura

(d8 =10 ms para HSQC-TOCSY).
Os experimentos de RMN quantitativos foram realizados no espectrémetro Bruker Avance
I 11,7 — Tesla (500 MHz para frequéncia do 'H), empregando a sequéncia de pulso “zgpr”

com supressio de sinal da 4gua nos experimentos de 'H. O perfil de excita¢do foi determinado
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com 0s mesmos pardmetros experimentais empregados, tempo de relaxagdo (d1 = 25s), um
tempo de aquisi¢do (AQ = 4,089s), uma janela espectral (sw = 18,0305 ppm), pulso de 90°
(12,025 ps), um ganho de receptor (rg = 64) e um nimero de promediagdes (ns = 8). Para a
verificagdo do teor de carboidratos, empregou-se um padrdo interno de pureza conhecida (4cido
maleico-TraceCERT®) e, a partir da razdo da area da linha de ressonancia correspondente ao
padrao interno e da area do carbono anomérico do analito, efetuou-se o calculo de quantificagio
relativa. Todos os dados foram processados no software Topspin e analisados pela dra. Maria

Carolina B. Di Medeiros Leal.

4.2. Resultados e Discussao

A estratégia de extracdo e purificagdo de uma fracdo polissacaridica, de parede do
macrofungo A. auricula, enriquecida com glucanas foi otimizada a partir da metodologia
proposta em Habijanic e colaboradores (2015) com modificagdes, visando o aumento do
rendimento, uma vez que o contetido desse biopolimero em parede varia entre 3,1% e 46,5%

em constituicdo (Habijanic et al., 2015; Mironczuk-Chodakowska et al., 2021).

A metodologia utilizada em nosso grupo de pesquisa, descrita no capitulo anterior,
obtinha polissacarideos a partir do conteudo excretado no cultivo submerso do cogumelo, cuja
composi¢do monossacaridica pode ser observada em Basso (2019), com rendimento total de

carboidratos atingindo em média 10%.

Em decorréncia do baixo rendimento dos polissacarideos secretados no meio de cultura,
foi empregada uma metodologia de extracdo simplificada, a partir dos micélios (massaseca) e
obtivemos um conteudo polissacaridico com alto grau de pureza de carboidratos, como pode
ser observado no espectro de carbono 13 da amostra (figura 11), com rendimento de 30% de

residuos em configuragao .
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Figura 11. Espectro de 13C quantitativo da amostra de conteuido polissacaridico extraido de micélio de
Auricularia auricula (esquerda). Mapa de correlagdo HSQC nao desacoplado, elucidado na discussdo da figura
16 (direita).

A partir da confirmacdo analitica de pureza e natureza da fragdo obtida pela nova

metodologia, foram realizados experimentos de caracterizagao molecular descritos a seguir.

4.2.2. Massa molar do polissacarideo e homogeneidade da amostra

Na Figura 12 ¢ possivel observar um perfil cromatografico associado aos calculos de
massa molar (6,2.103 g/mol (pico 1), 1,1.10* g/mol (pico 2) e 362 g/mol (pico 3), indicativo de
que a fragdo polissacaridica obtida contém uma mistura de dois polimeros bastante distintos em
termos de tamanho molecular, referentes aos picos 1 e 2 respectivamente e possivelmente uma

fracdo oligossacaridica de menor massa molar, observada no pico 3. (Figura 12).

Essa hipotese foi confirmada pelo experimento de difusdo por ressonancia magnética
nuclear, conforme descrito por Pannakal e colaboradores (2017). A separagdo de dois
polissacarideos, pode ser observada no mapa de difusdo, em razdo da distingdo dos coeficientes

de difusdo e das massas moleculares distintas (Figura 13) (Pannakal et al., 2017).
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Figura 12. Perfil cromatografico para determinacao da massa molar da amostra, obtida em coluna de
exclusido molecular. A linha vermelha com os pontos € referente a curva de calibragdo com padrdes de dextrana.

O fendmeno de difusdo correlaciona-se diretamente com o tamanho molecular.
Moléculas com semelhanga quimica composicional, como no caso de polissacarideos, sofrem
fenomenos de difusdo em intensidades diferentes, dependendo de suas propriedades fisico-

quimicas, governadas principalmente pelo tamanho molecular e estrutura tridimensional.

No mapa de Dosy ¢ possivel observar os deslocamentos quimicos na frequéncia do
hidrogénio no eixo x e os coeficientes de difusdo (cd) no eixo y. Na regido anomérica do
espectro, vé-se uma separagao nos deslocamentos quimicos em 3 5,08 e o 4,30 ppm, relativos
aos anomeros alfa e beta dos epimeros galactose e glicose, respectivamente. Embora fosse
esperado uma separagao mais contundente, em funcdo das diferencas de massas molares
observadas no cromatograma, a semelhanga quimica das estruturas levou a ocorréncia discreta

do fendmeno.
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Figura 13. Mapa 2D DOSY. Neste espectro sdo representados, no eixo X, os deslocamentos quimicos
(experimento classico de 'H RMN) e o eixo y corresponde ao coeficiente de difusdo.

4.2.3. Analise composicional por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas dos polissacarideos derivatizados a acetatos de alditol

Apo6s a hidrélise acida seguida de acetilacdo, as amostras foram analisadas para
determinagdo de sua composi¢do monossacaridica. No cromatograma, obtivemos sinais de
ribose, fucose, xilose, manose, glicose e galactose (Figura 14) e a abundancia relativa

percentual de cada monossacarideo estd expressa na Tabela 1.

Wang e colaboradores (2017) ressaltam que a composi¢ao monossacaridica pode variar
conforme as fontes de carbono do meio de cultivo submerso. Também pode variar de acordo
com o método de cultivo e extragdo empregados. Assim como Basso e colaboradores (2019), o
protocolo de cultivo utilizou o mesmo substrato e a mesma condicdo de suplementagao.
Entretanto, a obtengdo dos exopolissacarideos propiciou uma amostra cuja composicao
monomérica foi de glicose, manose, fucose, xilose e galactose em ordem decrescente de
concentracdo. Essa analise composicional aponta para uma mistura polimérica contendo um

heteropolissacarideo do tipo fucoxilomanana e um homopolissacarideo do tipo glucana.
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Ja no método proposto neste trabalho, obtivemos uma amostra heteropolissacaridica

composta principalmente de galactose, glicose, manose, fucose, respectivamente, com menores

quantidades de xilose e ribose (Wang et al., 2017; Basso et al., 2019). Esses resultados apontam

para uma mistura de heteropolissacarideos do tipo fucomanogalactana e homopolissacarideos

do tipo beta-glucana.
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Figura 14. Cromatograma para determinacio da composicio monossacaridica da amostra obtida pelo

processo de extraciao proposto.

Tabela 1. Composicio Monossacaridica Relativa. A porcentagem de abundéncia de cada monossacarideo na
amostra ¢ relativa a porcentagem de abundancia total.

Fracoes

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%)

Rib

Fuc

Xyl

Man

Glc

Gal

Auri- 1

4,03

8,02

4,96

14,15

20,82

48,02
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4.2.4. Caracterizacido dos polissacarideos por Ressonincia Magnética Nuclear
(RMN)

Os polissacarideos obtidos dos micélios, solubilizados em DMSO-d6 foram analisados
para proposicao estrutural da molécula. Na figura 15, o experimento HSQC.4t mostra a
correlagdo heteronuclear entre 'H/!3C, com os deslocamentos quimicos da regido anomérica
dos monossacarideos assinalados em destaque, confirmando a andlise de composicao

monossacaridica majoritaria (Figura 15).
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Figura 15. Mapa de contorno HSQC,4;, para o polissacarideo de Auricularia auricula,em DMSO-d6, 11.1
Tesla 343 K. Com destaque para regido anomérica.
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Figura 16. Mapa de contorno HSQC ;; da regio espectral carbindlica para o polissacarideo de Auricularia
auricula, em DMSO-d6, 11.1 Tesla 343 K.

No experimento de HSQC acoplado (Figura 17), observamos os deslocamentos

quimicos e os valores de constante de acoplamento (J), para os anomeros o € andmeros f.

e e
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Figura 17. Mapa de contorno HSQC acoplado, para o polissacarideo de Auricularia auricula,em DMSO-
d6, 11.1 Tesla 343 K. Com destaque para regido anomérica.
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As andlises espectroscopicas com assinalamento das correlagdes nos espectros de
HSQC.i, HSQC ndo desacoplado, revelam a presenca majoritaria de quatro tipos de
monossacarideos, o0 que ndo pdde ser observado no espectro de '*C, em funcdo das
sobreposicoes. Os assinalamentos dos espectros 2D possibilitaram a identificagcdo de unidades
galactopiranosidicas a-D-Galp (8 96,4/5,08) com configuragdo glicosidica a, confirmada pelo
valor de constante de acoplamento Jci/u1 168,2 Hz; unidades B-D-Manp (& 102,5/4,53) com
constante de acoplamento Jci/u1 161,0 Hz; unidades a-L-Fucp (8 99,1/5,12) com constante de
acoplamento Jcimi 169,0 Hz e unidades de glicose em configuracdo beta B-D-Glup (6
101,2/4,30) e constante de acoplamento Jci/u1 160,0 Hz.

Esses resultados estdo de acordo com dados relatados na literatura, que revelam que
diversos macrofungos, como Agaricus bisporus, Hypsizygus marmoreus, Lactarius rufus e
Lentinus edodes (Mukumoto; Yamaguchi, 1977; Ruthes et al., 2012; Ruthes et al., 2013a;
Carbonero et al., 2008; Oliveira et al., 2019), apresentam estruturas de parede celular
constituidas por heteropolissacarideos como as fucomanogalactanas e homopolissacarideos do
tipo beta glucana no trabalho com o cogumelo Amanita muscaria, Ruthes e colaboradores
(2013), conseguiram extrair, purificar e isolar as duas espécies polissacaridicas, cujo padrao

espectral ¢ similar ao do presente trabalho (Ruthes et al., 2013).

A completa caracterizagdo estrutural esta em curso a partir dos dados experimentais ja
adquiridos para analise de correlagdo heteronuclearescalar (HSQC-TOCSY, HMBC e HMQC),
além das correlagdes dipolares para determinacdo estrutural espacial através de analise de
HSQC-NOE, todos avaliados comparativamente com os resultados de metilagao (padrao de

ligagdo quimica dos polimeros de carboidrato).

Com base nesses dados, podemos observar que a mudanga na metodologia levou a obtengao
de uma fucomanogalactana e beta-glucana, que apresentam maior rendimento composicional
em monossacarideos em configuragdo 3 anomérica que o observado em Basso e colaboradores

(2019).

5. Capitulo III — Avaliacdo do polissacarideo obtido no modelo de infec¢do por

Cryptococcus neoformans
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Varios trabalhos identificaram que a modulagdo da microbiota intestinal ¢ capaz de
modular processos infecciosos em outros sitios do hospedeiro (Jawhara, 2023; Li et al., 2023).
Como o tratamento da colite modulou o microbioma (Anexo II) e observamos uma doenga mais
branda, o proximo passo foi avaliar se a ingestdo dos polissacarideos seria capaz de modular
uma infec¢do pulmonar causada pelo C. neoformans.

A criptococose ¢ uma doenga causada pelos fungos ambientais do complexo de espécies
causadoras de criptococose, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, podendo evoluir
para um quadro de pneumonia severa e meningoencefalite. Em 2020, a criptococose foi a causa
de 19% da mortalidade associada ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Acredita-se, que
o primeiro contato com o fungo ocorra na infanciaatravés da inalagdo de esporos ou leveduras
dessecadas, que podem ou ndo ser eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro. O primeiro
contato com o sistema imune ocorre na mucosa das vias aéreas e, subsequentemente, com
células imunes residentes do tecido pulmonar, processo favorecido pela agao de fosfolipases
produzidas pelo fungo (Casadevall; Coelho; Alanio, 2018; Rohatgi; Pirofski, 2015; Diniz-
Lima et al., 2022; Rajasingham et al., 2022).

A resposta imune a infec¢do por C. neoformans atende a parabola de dano-resposta
proposta por Pirofski e Casadevall (2017), na qual deixa-se de pensar nos conceitos de “dano
provocado por um organismo patogénico” e adota-se o entendimento de que existe a interagao

do hospedeiro com o microrganismo e o resultado dessa interagdo (Casadevall; Pirofski, 2015).

No contexto da resposta imune inata, a fagocitose realizada por células residentes do
tecido pulmonar (ex: macréfagos alveolares) € um importante mecanismo efetor, que pode ser
mediada pelo sistema complemento, ativado pela capsula, por receptores Fc ou at¢ mesmo pelo
fungo ndo opsonizado, por receptores de reconhecimento de padrdoes (PRR’s) que estdo

expressos em diferentes células (Rohatgi; Pirofski, 2015).

Macroéfagos alveolares atuam nesse processo € podem tanto favorecer a ativacao da
resposta imune adaptativa quanto a sobrevivéncia intracelular do fungo, que pode ocasionar a
disseminagdo deste para outros tecidos e para o sistema nervoso central (SNC). Portanto, ¢ o
estado imunitério do hospedeiro que vai determinar se os macrofagos alveolares vao aumentar
ou controlar o dano (Rohatgi; Pirofski, 2015). Células dendriticas também atuam na fagocitose
a apresentacdo antigénica, bem como na produ¢do de citocinas como IL-12 e IL-23. Células
polimorfonucleares podem favorecer a formagao de granuloma e produgdo de defensinas que
auxiliam na defesa antifingica (Rohatgi; Pirofski, 2015).
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O resultante da resposta inata, bem como a produgao de citocinas vai ditar a polarizacao
de uma resposta adaptativa celular para perfis protetores Thl e Thl7, com a produgdo de
citocinas como IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a e, IL-1p e IL-6, que na presenga de IL-23 polarizam
uma resposta de células Th17, que secretam IL-17 e IL-22. A producdo de TNF-a no pulmao ¢
importante para a produgdo de IL-12 e IFN-y, que promovem uma resposta de linfocitos T CD4*
polarizada para o perfil Th1, que por ser pré inflamatorio consegue promover a eliminagao do

fungo, o que ¢ associado a sobrevivéncia do paciente (Rohatgi; Pirofski, 2015).

A sinalizagao de receptores como Dectina-1 e receptor de manose estao associadas com
a fagocitose de C. neoformans e ativagao de uma resposta inflamatodria. O reconhecimento de
B-glucanas via o receptor Dectina-1 esta associado ao processo de fagocitose, embora ndo seja
0 Unico mecanismo necessario para defesa do hospedeiro, visto que a capsula do fungo pode

mascarar esses polissacarideos da parede celular (Diniz-Lima et al., 2022).

Basso e colaboradores (2019) mostram que exopolissacarideos obtidos do cultivo
submerso de Auricularia auricula apresentam atividade imunomodulatéria, ao ativar a
produgao de citocinas em macrofagos e células dendriticas, pela via canonica de sinaliza¢do do
receptor Dectina-1. Este resultado, em conjunto com a caracteriza¢ao quimica, indica que o
exopolissacarideo obtido no cultivo submerso contém em sua composi¢do f3 - (1, 3) -glucanas
que se ligam ao receptor ativando os mecanismos efetores de células da imunidade inata. Este
trabalho também mostra que a administragao desse exopolissacarideo, por gavagem, aumenta
a sobrevivéncia de camundongos ¢57BL/6J em aproximadamente 20% em um modelo de
infeccdo intranasal com o fungo C. neoformans. Levanta-se a hipotese de que o tratamento com
a glucana pode ter provocado uma resposta sistémica com a ativacao local de fagocitos ou que
a resposta observada estava vinculada a uma modulagao da microbiota do animal infectado

(Basso et al., 2019).

5.1. Materiais e métodos

5.1.1. Animais

Assim como no capitulo anterior, para os ensaios in vivo € ex vivo utilizou-se camundongos
Mus musculus c5TBL/6J selvagem (Wt) e Dectina-1 Knockout, machos e fémeas, com 8-12
semanas de idade. Estes permaneceram durante o periodo experimental no biotério do Instituto

de Ciéncias Biologicas, da Universidade de Brasilia, em racks ventilados com bebida e comida
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ad libitum. O uso destes animais foi previsto no projeto de SEI n® 23106.074021/2021-11e
aprovado na Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (Anexo I-
2).

5.1.2. Modelo murino de infeccio pelo fungo Cryptococcus neoformans

Uma coldnia de Cryptococcus neoformans (var. grubii, sorotipo A, H99) foi inoculada
em 20 mL de meio YPD liquido (extrato de levedura 1%, peptona bacterioldogica 2% e dextrose
2%), pH 5.6, 430°C sob agitagao 100-180 rpm, por 24 horas antes de seu uso. Em seu preparo,
a levedura foi lavada trés vezes com solucdo tampao salino fosfato (phosphate buffered saline,
PBS 1x) e sua concentracao foi ajustada para que cada animal fosse infectado com um in6culo

contendo 1 x 10° células de levedura.

Para avaliar o processo inflamatorio, foi preparado um indculo de C. neoformans (var.
grubii, sorotipo A, H99) morto por calor (heat-killed). Apoés o preparo da levedura, como
descrito acima, ela foi acondicionada por 1 hora a temperatura de 75 °C e, entdo, sua
concentracdo foi ajustada para que cada animal fosse instilado com 1 x 10° células fungicas

mortas por calor.

Antes da infecgdo, os camundongos foram sedados e anestesiados com uma solugdo de
cetamina (15mL/Kg) e xilazina (0,1 mL/Kg) injetada intramuscular. Em seguida, receberam
uma Unica dose intratraqueal de 30 pL da suspensdo de leveduras na concentragdo previamente

determinada, exceto o grupo nao infectado/ndo tratado (NI/NT).

Os animais foram acompanhados pelo periodo experimental descrito no cronograma
abaixo. Os grupos foram tratados com o polissacarideo, cinco dias antes ou apds a infec¢do, de
forma que cada animal recebeu 100 pg do polissacarideo em um volume 100 pL, em cada dia

do tratamento.

Para analise de carga fingica tecidual, os animais foram eutanasiados no sétimo (7°) e
décimo quarto (14°) dias ap6s a infecgao (Figura 18). Foi realizada a coleta de sangue, pulmao
e cérebro para analise. O sangue foi plaqueado em placas de YPD égar e o soro foi armazenado
a-80 °C para analises futuras. Apds a coleta, os tecidos foram pesados e macerados em solucao
PBS com auxilio do equipamento Precellys. O material macerado foi plaqueado, também, em

placas de YPD 4gar, que foram acondicionadas em estufa a 30 °C, por 48-72 horas para a
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determinag¢do de unidades formadoras de colonias (UFC), cujo valor foi ajustado por grama de

tecido macerado.

Grupos Cronograma

NI/NT

0
199 l
0
T+ H99 l
d - - 0
HYS + T . X X
- 2 1 0
Hk l
0

1 2 3 4 5 & 7 8 2 10 11 12 13 M

Hk+T X

. 2

Eutanasia

Figura 18. Cronograma do modelo experimental de infec¢io intratraqueal com o fungo Cryptococcus
neoformans. O periodo experimental foi delimitado em 20 dias. Os grupos foram infectados com o fungo ou
inoculados com o fungo morto por calor (Hk) no dia zero (D0). Os grupos indicados como “T+H99” e “H99/Hk
+ T foram os grupos que receberam o tratamento como polissacarideo viagavagempor5 dias antes (representado
em verde) ou depois da infec¢do/inoculagao (representado em azul), respectivamente.

5.1.3. Imunofenotipagem do Baco

Os bagos dos camundongos foram retirados, macerados com meio RPMI-1640. As
células foram agrupadas em pools representativos de cada grupo experimental. As células
passaram por tratamento com solucao de lise de hemécias e foram separadas em triplicatas
experimentais em dois painéis de fenotipagem, cada triplicata contendo um total de 2x10°
células. Essas células foram fixadas em solucao de paraformaldeido (PFA) 1% durante a noite,
e no dia seguinte procedemos com a marcagdo. O primeiro painel avaliado foi CD11b* (APC)
e MHC II (FITC). O segundo painel foi CD4" (PeCy7) e CD8" (PE). Apés a marcagdo das
células, realizamos a fenotipagem utilizando o citometro de fluxo FACSVerse (BD) e os dados

foram analisados utilizando o software FlowJo.

5.1.4. Histopatoldgico
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O material bioldgico (cérebro, pulmao e cdlon) coletado para analise histopatologica foi
acondicionado em cassetes previamente etiquetados e armazenados em solugdo de formaldeido

tamponado (10%), conforme descrito no capitulo anterior.

As laminas para analise histopatologica foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE)
e foram escaneadas no equipamento Aperio Scanner CS2 (Leica Biosystems) e as imagens

adquiridas foram analisadas no software Aperio ImageScope x64.
5.1.5. Producao de citocinas

A quantificacdo de citocinas foi feita pela técnica ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), usando os kits especificos da marca Invitrogen, seguindo as instrugdes
do fabricante. Para os tecidos pulmonar e cerebral, quantificamos TNF-a (Invitrogen, ref. 88-
7324), IL-10 (Invitrogen, ref. 88-7105), IL-6 (Invitrogen, ref. 88-7064), IFN-y (Invitrogen, ref.
88-7314) e IL-1PB (Invitrogen, ref. 88-7013).

5.1.6. Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos desta parte do trabalho foram analisados com desvio padrido
(SD) da triplicata biologica feita de um dos experimentos independentes, de um total de duas
analises técnicas. Para avaliar estatisticamente diferengas entre grupos experimentais a analise da
variancia (One-way ANOVA), foram utilizados pelo softiware GraphPad Prism (versdo 8.0). Os

dados foram considerados significantes quando p < 0,05.

5.2. Resultados e Discussao

5.2.6. Avaliacao da carga fungica tecidual apés infec¢do intratraqueal pelo fungo

Cryptococcus neoformans

Ap0s a infecgdo, os camundongos foram acompanhados por 14 dias para avaliagdo do
desenvolvimento da doenga. No sétimo e no décimo quarto dia, procedemos com a coleta de

sangue total desses animais, seguida de eutanasia, antes da coleta de 6rgaos para analise.

Na avaliacdo da carga fingica tecidual, observamos que sete dias apos a infecg¢do, tanto
o grupo que recebeu o tratamento com o polissacarideo antes quanto o que recebeu o tratamento
apos a infecgdo apresentaram menor quantidade de unidades formadoras de colonia (UFC) no
pulmao quando comparados com o controle da infec¢@o. Nao foi detectado (ND) o crescimento

de colonias nos grupos inoculados com o fungo morto por calor (Hk), conforme esperado. No
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décimo quarto dia apos a infeccdo, a quantidade de coldnias encontradas no pulmao reduziu

para todos os grupos infectados (Figural9A).

J& no cérebro (Figura 19B), é possivel observar que, apesar de no sétimo dia a
quantidade de unidades formadoras de colonias no tecido serem similares, no décimo quarto

dia os grupos que foram tratados com o polissacarideo apresentaram maior carga fungica

tecidual.

Nao foi observado o crescimento de unidades formadoras de colonias no sangue dos
animais, em nenhum dos dias (dados nao apresentados). Portanto, ndo foi possivel verificar se
a disseminagdo para o cérebro ocorreu por via corrente sanguinea. Entretanto, a reducao de
UFC pulmonar ap6és 14 dias, quando comparado ao ponto de 7 dias, mostra que os
camundongos estavam em processo de resolucdo da infec¢do pulmonar. Ao mesmo tempo,
observamos o aumento de UFC no cérebro, que ¢ esperado visto que a migragao para o sistema

nervoso central ocorre na maioria das vezes causando a meningite criptococica.
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Figura 19. Carga flingica tecidual apos infec¢ido com Cryptococcus neoformans (intratraqueal), avaliada 7 e
14 dias apos a infecc¢éo (d.p.i.). Camundongos ¢57BL/6J (n > 3) foram infectados com o fungo vivo (H99), cada
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animal recebeu 1x 10’ células fingicas, ou com o fungo morto por calor (heat-killed, HK) receberam um inoculo
de 1 x 10°células fungicas mortas por calor. Os grupos que receberam tratamento prévio ou posterior a infecgdo
estdo representados, respectivamente como “T+H99” ou “H99/HK+T”. (A) Quantidade de unidades formadoras
de colonia (UFC), valor ajustado por massa de tecido, no pulméao 7 e 14 dias ap6s infeccdo. (B) Quantidade de
unidades formadoras de colonia (UFC), valor ajustado por massa do tecido,no cérebro 7 e 14 dias apos a infecgao.
Analise estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle da infecggo. A sinalizagio ND
indica que ndo foi detectada carga fingica naquele grupo. p significativo quando < 0,05.

Para os animais Knock-out de Dectina-1, avaliamos a carga fungica somente no ponto
de 14 dias apods a infeccdo. Neste experimento, os animais receberam o tratamento com o
polissacarideo por 5 dias ap6s a infec¢do com o fungo C. neoformans vivo ou inoculagdo com

o fungo morto por calor (Hk).

No pulmao (Figura 20A), ndo foi possivel observar diferenga entre o grupo tratado e o
grupo controle da infec¢do. Também observamos uma carga fungica maior que nos animais
Wt, mostrando que a estimulagdo via Dectina-1 ¢ importante para a contengdo das doencgas
fingicas. Conforme esperado, ndo foi detectado o crescimento de coldnias nos grupos

inoculados com o fungo morto por calor (Hk).

Nos animais Knock-out para o receptor Dectina-1 ndo foram detectadas unidades
formadoras de colonias no cérebro (Figura 20B) e no sangue de nenhum animal analisado
(dados nao apresentados). Esses resultados demonstram a importancia do receptor Dectina-1

no processo de desenvolvimento e controle da infeccao.

O receptor Dectina-1 ¢ considerado um dos principais receptores na resposta
antifiingica. Seu papel foi descrito no controle de infec¢des por Aspergillus fumigatus e algumas
cepas de Candida albicans. Entretanto, esta atividade estd vinculada ao reconhecimento de -
glucanas da parece celular pelo receptor, o que fungos patogénicos podem contornar por
alteragdes morfologicas, diferentes estados de maturagdo ou mascarar com outros componentes
de parede, como as mananas ou com a capsula polissacaridica, como observado para C.

neoformans (Kimberg & Brown, 2008; Yadav et al., 2020; Camilli et al., 2018).
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Figura 20. Carga fungica tecidual apds infec¢io com Cryptococcus neoformans (intratraqueal), avaliada 14
dias apés a infeccéiio (d.p.i.). Camundongos c57BL/6J Knock-out para Dectina-1(n > 3), foram infectados com o
fungo vivo (H99), cada animal recebeu 1x 10°células fingicas, ou com o fungo morto por calor (heat-killed, HK)
receberam um in6culo de 1 x 109 células fingicas mortas por calor. Os grupos que receberam tratamento posterior
a infeccdo estdo representados, respectivamente, como “H99/HK + T”. (A) Quantidade de unidades formadoras
de colonia (UFC), valor ajustado por massa de tecido, no pulméo 14 dias ap6s infeccdo. (B) Quantidade de
unidades formadoras de colonia (UFC), valor ajustado por massa do tecido, no cérebro 14 dias apos a infecgdo.
Analise estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle da infecgdo. A sinalizagdo ND
indica que ndo foi detectada carga fingica naquele grupo. p significativo quando < 0,05.

5.2.2. Citocinas

Foi possivel observar que o grupo que recebeu o tratamento ap6s a infec¢ao apresentou
aumento na produc¢do de IL-1p, tanto no cérebro quanto no pulmao, quando comparados ao
controle ndo infectado/nao tratado e no cérebro, quando comparado ao controle infectado
(Figura 21 E, F). Para a produc¢do de IL-10, observamos um aumento nos grupos inoculados
com o fungo morto por calor (Hk) quando comparado ao grupo controle ndo infectado/nao

tratado e ao grupo infectado com o fungo vivo (Figura 21 C, D).

Nao foi observada diferenga entre os grupos para a produ¢do de TNF-a nem de IFN-y.
(Figura 21A, B e I, J). A produgdo de IL-6, entretanto, foi maior no pulmao para o grupo que
recebeu o tratamento apds a infeccdo em relacao ao controle da infec¢do e ao grupo que recebeu
o tratamento antes (Figura21 H). Os dados apresentados mostram que o tratamento prévio com
os polissacarideos ndo modulou a produgdo de citocinas no pulmao e cérebro, somente o

tratamento apos a infecgao.
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Figura 21. Dosagem de citocinas no macerado tecidual de cérebro e pulmiio de camundongos ¢57BL/6J
infectados/instilados com o fungo Cryptococcus neoformans. Foram quantificadas no cérebro e pulmao,
respectivamente, (A-B) TNF-a; (C-D) IL-10; (E-F) IL-1p; (G-H) IL-6; (I-J) IFN-y por meio de ELISA. Analise
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estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle ndo infectado e com o controle da
infecg¢do. p significativo quando < 0,05.

Para os camundongos Knock-out para Dectina-1, observamos que a infeccdo com o
fungo vivo (H99) produziu uma quantidade significativa de TNF-a no pulmao e no cérebro
(Figura 21 A, B). No pulmao, o tratamento com o polissacarideo apds a infecg¢@o reduziu a

quantidade desta citocina no tecido (Figura 21 B).

A producgdode IL-10 (Figura21 C, D) e IL-6 (Figura21 G, H) foram significativamente
maiores para o grupo infectado com o fungo vivo (H99) do que com o fungo morto por calor
(Hk). Nao houve diferenca significativana produgdo das demais citocinas. Estes dados mostram
que apesar dos animais apresentarem receptores de reconhecimento padrao (PRR) para demais
componentes da parede celular do fungo, a auséncia de estimulagao via dectina-1 no intestino

contribui para um cenario menos inflamatorio que aqueles observados nos animais Wt.
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Figura 22. Dosagem de citocinas no macerado tecidual de cérebro e pulmio de camundongos Knock -out
para Dectina-1 infectados/instilades com o fungo Cryptococcus neoformans. Foram quantificadas no cérebro
e pulmao, respectivamente, (A-B) TNF-a; (C-D) IL-10; (E-F) IL-1B; (G-H) IL-6; (I-J) IFN-y por meio de ELISA.
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Analise estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle ndo infectado e com o controle
da infecgdo. p significativo quando < 0,05.

5.2.3. Imunofenotipagem de esplendcitos

Durante a coleta de 6rgaos, foram removidos os bagos dos camundongos e macerados.
As células resultantes do macerado foram reunidas em um pool de esplendcitos, que teve sua
concentracdo ajustada para fenotipagem em 2x10° células em cada ponto da triplicata. Para
fenotipagem fizemos a sele¢do de dois painéis, dentro da estratégia de selecdo indicada no

Anexo 1L

O primeiro para avaliar a porcentagem de células CD11b" que expressam MHC 1L
Observamos que tanto os animais inoculados com o fungo morto por calor quanto os animais
inoculados com o fungo morto por calor e tratados apresentaram maior quantidade de células
CD11b" (Figura 23A) em comparagdo com os outros grupos. Entretanto, avaliando a expressao
de MHC II'¢" as células do grupo infectado com Cryptococcus neoformans apresentaram uma

reducdo na expressdo destas moléculas o que também pode ser observado na mediana da

intensidade de fluorescéncia (MIF) (Figura 23 C e D).

O segundo painel avaliou a quantidade e relagdo de linfécitos CD4" ¢ CDS8".
Observamos que todos os grupos tinham entre 20 e 40% de linfocitos CD4”", com uma menor

porcentagem de células CD8" (Figura 23 B).
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Figura 23. Imunofenotipagem de esplendcitos de camundongos infectados com Cryptococcus neoformans
apé6s 14 dias da infecgdo. (A) Células CD11b*, (B) Células CD4*/CD8*, (C) Células MCH II high, valores
expressos em porcentagem (%), e (D) mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) das células MHC 11 high,
Analise estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle da infec¢do. p significativo
quando < 0,05.

Os dados mostram que a infec¢ao reduz a porcentagem de células capazes de apresentar
antigenos via MHC classe II, o que reduz a resposta imune celular mediada por linfécitos T
CD4", ja descrita como importante para a eliminagdo do fungo dos tecidos (Li et al., 2022).
Entretanto, na inoculagdo com a levedura Hk, a literatura mostra que existe um aumento de
expressao de MHC 1II, indicando uma ativa¢do de macrofagos (Kawakami et al., 1995). A
recuperacao dos niveis de MHC II nos grupos tratados indica uma possivel ativagdao destas
células como apresentadoras de antigenos e foi observada em Basso e colaboradores (2019) em

células dendriticas derivadas de medula 6ssea (Basso et al., 2019).

Na imunofenotipagem dos esplendcitos de camundongos Knock-out para Dectina-1,
observamos que o grupo infectado com Cryptococcus neoformans que recebeu tratamento
posterior a infecgdo apresenta maior percentual de células CDI11b" do que os grupos ndo

infectado/ndo tratado e o grupo controle da infec¢do (H99). Esse aumento também foi
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observado em comparag¢do ao grupo instilado com o fungo morto por calor (Hk) que também

recebeu o tratamento posterior (Figura 24 A).

A proporg¢io de células MHC II #¢" observadas para os grupos infectados com o fungo
vivo (H99) bem como para os infectados com o fungo morto por calor, com e sem tratamento

(Hk e Hk + T), sendo possivel observar a reducao de MIF para esses grupos (Figura 24 C e D).

Os resultados da avaliacao do segundo painel foram percentualmente semelhantes aos

do experimento com os camundongos de genétipo selvagem (Figura 24 B).

« NUNT
A B - Heo
. Hog+T
100 100
© K
80 5 804 HK+T
- =
E g & 60
*a [=]
- . 2
E 40 b 5 40+
o o
207 * o 207 = xn i Ll - *
=
N e e e SO0 AassaH
“ < - Py cDa+ cD8+
= Cid x > x
& & o &
C D

100 3000

80
2000

e

60—
T
NUNT H99 H99+T HK HK+T

40+

MHC 1l "9 (%)

20

o
9

%
4,

‘px
2> H.‘
% H.{ .
1-)‘
S
MHC Il (MIF
,

1
5
%%,

Figura 24. Imunofenotipagem de esplendcitos de camundongos Knock-out para Dectina-1 infectados com
Cryptococcus neoformans apos 14 dias da infeccao. (A) Células CD11b", (B) Células CD4*/CD8*, (C) Células
MCH 1I high, valores expressos em porcentagem (%), e (D) mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) das
células MHCII high, Analise estatistica One-way ANOVA compara os grupos tratados com o controle da infecgdo.
p significativo quando < 0,05.

5.2.4. Analise Histopatolégica

No corte histopatologico do tecido pulmonar, foi possivel observar, no aumento de 4x,
a presenca de infiltrados inflamatorios com a formagao de granulomas evidentes nos grupos
infectados com C. neoformans (H99), bem como no grupo infectado que recebeu o tratamento
por 5 dias apos a infec¢do. No aumento de 10x, podemos observar nesses mesmos grupos a

presenga de leveduras de C. neoformans. No grupo H99+T também ¢ possivel observar
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leveduras no tecido. (em 4x). No grupo que recebeu o tratamento prévio, observa-se um
infiltrado inflamato6rio menor do que o grupo somente infectado e nao tratado, sem a formagao

de granulomas nitidos (Figura 25).

No grupo instilado com o fungo morto por calor (Hk), podemos observar no aumento
de 4x a presenga de infiltrados inflamatorios, mas ndo detectamos, no aumento de 10x, a

presenca de leveduras (Figura 25).

61



NI/NT

H99

T +H99

H99+T

Figura 25. Corte histopatologico do tecido pulmonar de camundongos C57BL/6J, 14 dias apés infec¢iio
(intratraqueal) com o fungo Cryptococcus neoformans. Os cortes de histopatologico foram corados com
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hematoxilina-eosina (HE) e as imagens foramanalisadas no programa ImageScope x64 nos aumentos de 4x e 10x.
As setas indicam as leveduras e infiltrados inflamatorios no tecido.

63



Figura 26. Corte histopatologico do tecido pulmonar de camundongos Knock-out para Dectina-1, 14 dias
apos infeccio (intratraqueal) com o fungo Cryptococcus neoformans. Os cortes de histopatologico foram
corados comhematoxilina-eosina (HE) e as imagens foram analisadas no programalmageScope x 64 nos aumentos
de 4x e 10x.
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As amostras de tecido pulmonar dos animais Knock-out para Dectina-1 infectados com
o C. neoformans mostraram um padrao diferente do observado nas amostras dos animais
selvagens, com um infiltrado inflamatdrio menor em todos os grupos estudados. Estes dados

sdo compativeis com os niveis de fungos viaveis observados na Figura 20 (Figura 26).

O receptor Dectina-1 tem sido associado a migragao celular de queratindcitos (van den
Berg et al., 2014) e mastocitos (Zelechowska et al., 2020) aos tecidos. Também é importante
na producdo de citocinas que aumentam a migragao celular de células para o foco inflamatorio.
Apesar da sua ativacdo ser importante para producao de citocinas do padrao Th17 (LeibundGut-
Landmann et al., 2007) ndo observamos uma carga fungica alta nos tecidos pulmonares, tanto

nas andlises histopatoldgicas como nos UFC.

As amostras de codlon, analisadas em aumento 5x, ndo apresentam infiltrados
inflamatorios significativos e € possivel observar a manutengao da estrutura histoldgica da

porcao intestinal, tanto na figura 27A como na Figura 27B (Figura 27).
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Figura 27. Corte histopatologico do tecido intestinal de camundongos ¢57BL/6J e KO, 14 dias apds infec¢iio
(intratraqueal) com o fungo Cryptococcus neoformans. Os cortes de histopatologico foram corados com
hematoxilina-eosina (HE) e as imagens foram analisadas no programa ImageScope x64 nos aumentos de 5x.

6. Capitulo IV — Andlise da atividade in vitro da fucomanogalactana e beta-glucana

extraida do micélio

A Dbioatividade de polissacarideos ¢ um dos fatores atrativos para as industrias
biofarmacéuticas e alimenticias (Chakraborty et al., 2020). Dentre os polissacarideos
encontrados em cogumelos, B-glucanas sdo mais estudadas por serem consideradas moléculas
modificadoras de resposta biologica (Biological Response Modifiers) devido a sua atividade
imunomodulatoria, importante no controle e prevengdo de doencas. Entretanto, pouco se sabe

sobre a atividade de heteropolissacarideos obtidos de macrofungos, que possuem grande
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variedade estrutural e sdo potenciais modificadores de resposta biologica (Ruthes et al., 2016;

Caldas et al., 2022).

Basso e colaboradores (2019) observaram que o tratamento de células derivadas de
medula 6ssea, macrofagos (GM-CSF), macrofagos (LCCM) e células dendriticas, ativa via o
receptor Dectina-1, a producdo de TNF-a e IL-10 bem como a producao de 6xido nitrico. Em
um contexto de infec¢do in vitro com o fungo C. neoformans observaram, também, que o
tratamento aumentou o indice de morte fungica, indicando que o tratamento conferiu uma

atividade fungicida (Basso et al., 2019).

Portanto, avaliamos se a fucomanogalactana e beta-glucana extraidas do micélio teria a

mesma atividade em regular a resposta imune inata de células de medula 6ssea.

6.1. Materiais e Métodos

6.1.1. Obtencio e Diferenciacio de células derivadas de medula éssea

Para o procedimento, a eutanasia dos camundongos ocorreu por asfixia em camara
fechada de CO,. Em local estéril, foram coletados a tibia e o fémur dos camundongos para o
lavado e obtencao das células derivadas de medula 6ssea conforme o procedimento descrito em
Madaan e colaboradores (2014). Brevemente, os ossos foram lavados com meio RPMI-1640
(Gibco, ref. 23400-013) gelado, até observar a completa remocao da medula dssea. Apds o
lavado, a suspensao contendo células foi centrifugada (300 xg, por 5 minutos a 4 °C) e o
sobrenadante descartado. As células foram tratadas com tampao de lise de hemadcias e lavadas.
A concentragdo final de células foi determinada por contagem em camara de Neubauer

utilizando o corante de viabilidade azul de trypan para excluir células mortas.

A concentragdo de células foi ajustada de forma que 2x10° células foram plaqueadas em
placas de Petri, contendo 10 mL de meio RPMI-1640 suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (SFB) inativado e estimuladas para obtencao do fenotipo desejado, em um processo de

7 dias de diferenciagao.

Para obter o fen6tipo caracteristico de M1 (Macrofago (GM-CSF)), as células foram
diferenciadas com a adi¢do de rmGM-CSF (20 ng/ml; ImmunoTools, ref. 12343123) em meio
RPMI-1640 suplementado com 10 % de SFB e 50 uM 2-mercaptoetanol, conforme descrito em
Lutz et al. (1999). Ja para o fenotipo caracteristico M2 (Macréfago (M-CSF)), o meio de
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diferenciagdo foi suplementado com a adi¢do de 30% de meio condicionado de células de
fibroblasto (L929) que contém M-CSF e 20% de SFB. As células foram acondicionadas em
estufaa 37 °C com inje¢ao de 5% de CO,. Durante o periodo de diferenciagdo, no terceiro dia
adicionamos mais 10 mL de meio de diferenciagdo com as mesmas condi¢des de
suplementagdo. No sexto dia, as células foram lavadas e o meio de diferenciacdo foi reposto
para as células de fenotipo M 1. No oitavo dia, o meio das placas de cultivo foi descartado e as
células diferenciadas foram tratadas com solugao TrypLE Express (Gibco, ref. 12604-013) por
20 minutos para desaderirem da placa de petri. A quantidade de células foi determinada e a
concentracdo ajustada para as condi¢des experimentais, com 1 x 10° células/mL. As células
foram entdo plaqueadas em placas de 96- ou 48-pogos e foram incubadas por 24 horas na estufa

a 37 °C com inje¢ao de 5% de CO; para que as células aderissem a placa.

6.1.2. Ensaio de Interacio de Macrofagos GM-CSF e M-CSF com o

polissacarideo

Para os ensaios de interagdo, as células, na concentragio de 1x10¢ células/mL, foram
incubadas com o polissacarideo (6,25 - 200 pg/mL), com e sem adi¢do de lipopolissacarideo de
Escherichia coli (LPS, 500 ng/ml, Sigma-Aldrich) ou Zymosan (100 pg/mL, InvivoGen, ref.
tlrl-zyn) por 24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante do cultivo foi coletado para a

quantificagdo de citocinas, pela técnica de ELISA, e de 6xido nitrico.
6.1.3. Producio de 6xido nitrico

A avaliacao da producgdo de 6xido Nitrico foi realizada pela quantificagao indireta de
nitrito (NO;") pela reacdo de Griess (Bryan; Grisham, 2007). Como controle da produgao,
utilizou-se o sobrenadante de células estimuladas com LPS (100 ng/mL) + IFN-y (20 ng/mL).
Para quantificacao, preparou-se uma curva padrao de nitrito (100 - 1,56 uM). Em uma placa de
96 pogos, foram adicionados 50 pL de cada amostra e 50 L da solugdo de Griess (solucdo de
sulfanilamida + solu¢do de NEED) a temperatura ambiente, e a reacdo ocorreu por 5-10 minutos
em local protegido da luz. Apos esse periodo, a absorbancia foi avaliada em 540 nm em um

espectrofotdmetro.
6.1.4. Ensaio de morte flingica

Para avaliar a capacidade fungicida de macrofagos, as células obtidas a partir do

processo de diferenciagdo previamente descrito, foram estimuladas e plaqueadas na
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concentragdo de 1x10° células/mL por 24 horas com LPS (100 ng/mL) + IFN-y (20 ng/mL),
Zymosan Depletado (100 pg/mL) (InvivoGen, ref. tlrl-zyd) e com o polissacarideo (12,5 - 100
pg/mL).

Um dia antes da infecgao, foi preparado um inoculo de C. neoformans conforme descrito
para o preparo da levedura para infec¢cdo animal. No dia da infeccdo, as células de levedura
foram lavadas e sua concentracao foi ajustada para uma Multiplicidade de Infeccao (MOI) de
3 células de levedura para cada macréfago. Trinta minutos antes da infec¢do, o fungo foi
opsonizado com o anticorpo monoclonal 18B7 (10 pg/mL), gentilmente cedido pelo Dr. Arturo

Casadevall, a fim de facilitar o reconhecimento das leveduras pelos macrofagos.

As células foram incubadas por um periodo de 2 horas e, em seguida, foram lavadas
com meio RPMI-1640 para remocao de leveduras ndo fagocitadas. Para avaliar a internalizagdo,
no ponto de 2 horas, as células foram lisadas com uma solucao de dodecil sulfato de sodio
(SDS) a 0,05% e entdo o material foi diluido e plaqueado em placas de YPD &gar incubadas a
30 °C, por 48-72 horas, para avaliar o crescimento de unidades formadoras de colonias (UFC).
Para avaliar a morte fungica, 24 horas apos a infec¢do as células foram lisadas e avaliadas
quanto ao crescimento de UFC, da mesma forma que o primeiro ponto. Para determinagao da
morte fungica, calculou-se a diferenca entre a quantidade de UFC entre os pontos de 24 horas

e a média da triplicata do ponto de 2 horas de cada grupo.
6.1.5. Analise estatistica

Todos os resultados desta parte do trabalho foram analisados com desvio padrdo (SD) da
triplicata biologica feita de um dos experimentos independentes, de um total de duas analises
técnicas. Para avaliar estatisticamente diferencgas entre grupos experimentais a analise da
variancia (One-way ANOVA), foram utilizados pelo software GraphPad Prism (versao 8.0).

Os dados foram considerados significantes quando p < 0,05.

6.2. Resultados e Discussao
6.2.2. Avaliacio da producido de citocinas e oOxido nitrico por macrofagos

estimulados por 24 horas com o polissacarideo

E possivel avaliar que o estimulo com o polissacarideo promoveu a produ¢do de TNF-

a, tanto para macréfagos (GM-CSF) que possuem o receptor Dectina-1 quanto para macréfagos
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obtidos de camundongos Knock-out para o receptor, de maneira dependente da concentragao
(Figuras 28 A, B). O mesmo efeito foi observado, embora menos expressivo, em macrofagos
diferenciados com LCCM (Figura 30). Atividade semelhante foi observada para a interagcao dos
exopolissacarideos com macrofagos (GM-CSF (M1)) analisados por Basso et al. (2019),
embora os polissacarideos analisados tenham maior secrecdo de TNF-a em macréfagos (LCCM

(M2)).

Entretanto, nas mesmas condi¢des, ndo houve producao significativa de IL-10 quando
as células de ambos os gendtipos foram estimuladas com os polissacarideos. Para as células
Knock-out para o receptor Dectina-1, utilizamos também como controle Zymosan depletado

(100 pg/mL), que se liga somente ao receptor (Figura 29).

Também observamos a producdo de oxido nitrico, com base em uma curva de
concentracao de nitrito medida em uma reacao de Griess. A concentragao de nitrito detectada
na amostra foi, também, dose dependente para macrofagos diferenciados com GM -CSF (Figura
31 A) e para macrofagos diferenciados com LCCM, embora em menor quantidade (Figura 31

B).

Basso ¢ colaboradores (2019) mostraram que o tratamento de macrofagos derivados de
medula 6ssea com o exopolissacarideo de A. auricula promoveu o aumento de morte fingica.
Na figura 32, observamos que o tratamento com o polissacarideo obtido do micélio conseguiu
promover maior porcentagem de morte fingica nas concentragdes de 25 pg/mL e 50 pg/mL do

que na concentragao de 100 pg/mL.

Em Ferreira e colaboradores (2015) resume-se que a atividade imunomodulatéria in
vitro de homopolissacarideos e heteropolissacarideos de cogumelos esta atrelada ao aumento
na producao de citocinas, como TNF-a e IL-10, bem como a producdo de 6xido nitrico em
macrofagos, o que junto com a diversidade estrutural coloca essas moléculas como potenciais
modificadores de respostas biologicas. Zhang e colaboradores (2018) descrevem essa atividade
para exopolissacarideos soluveis de Auricularia auricula que possuem diferencas estruturais e
conformacionais sendo possivel inferir que a ativacao destas células pode ocorrer por diferentes
vias de sinalizacdo. Além desses fatores, a atividade também pode ser alterada pelo método de
extracdo e purificagdo utilizados, bem como pela presenca de diferentes polissacarideos que
observadas na amostra obtida da extragcdo da parede do micélio (Ferreiraetal., 2015; Ruthes et

al., 2016; Zhang et al., 2018; Basso et al., 2019; Miao et al., 2020).
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Figura 28. Producio de TNF-a avaliada no sobrenadante do cultivo de macro6fagos apds estimulo de 24
horas com heteropolissacarideo, nas concentracdes de 6,25-200 pg/mL, LPS — 500 ng/mL e Zymosan — 100
pg/mL. (A) Sobrenadante de macrofagos obtidos de camundongos ¢57BL/6J, diferenciados na presenga de GM-
CSF; (B) Sobrenadante de macrofagos obtidos de camundongos Knock-out para Dectina-1, diferenciados com
GM-CSF. Analise estatistica One-way ANOVA compara células ndo estimuladas aos tratamentos. Experimento
realizado em triplicata bioldgica. p significativo quando < 0,05.
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Figura 29.Producio de IL-10 avaliada no sobrenadante do cultivo de macrofagos apos estimulo de 24 horas
com polissacarideo,nas concentracéesde 6,25-200 ng/mL, LPS — 500 ng/mL e Zymosan/Zymosan depletado
—100 pg/mL. (A) Sobrenadante de macrofagos obtidos de camundongos ¢57BL/6J, diferenciados na presenca de
GM-CSF; (B) Sobrenadante de macrofagos obtidos de camundongos Knock-out para Dectina-1, diferenciados
com GM-CSF. Analise estatistica One-way ANOVA compara células ndo estimuladas aos tratamentos.
Experimento realizado em triplicata bioldgica. p significativo quando < 0,05.
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Figura 30. Producio de TNF-a avaliada no sobrenadante do cultivo de macréfagos apos estimulo de 24
horas com polissacarideo, nas concentracdes de 6,25-200 pg/mL, LPS — 500 ng/mL e Zymosan — 100 pg/mL.
(A) Sobrenadante de macrofagos obtidos de camundongos ¢57BL/6J, diferenciados na presenca de LCCM.
Analise estatistica One-way ANOVA compara células ndo estimuladas aos tratamentos. Experimento realizado
em triplicata biologica. p significativo quando < 0,05.
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Figura 31. Producéo de nitrito no sobrenadante do cultivo de macrofagos apos estimulo de 24 horas com os
polissacarideos nas concentracoes de 3,125-200 pg/mL, LPS — 500 ng/mL e Zymosan — 100 pg/mL. (A)
Sobrenadante de macréfagos diferenciados na presenga de GM-CSF; (B) Sobrenadante de macrofagos
diferenciados com LCCM. AnaliseestatisticaOne-way ANOV A compara célulasndo estimuladasaos tratamentos.
Experimento realizado em triplicata biologica. p significativo quando < 0,05.

6.2.2. Avaliacio da carga fungica em macroéfagos 2 e 24 horas apos infeccio
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Figura 32 Avaliacio da quantidade de unidades formadoras de colonia (UFC) obtidas em macrofagos (GM-
CSF apos estimulo de 24 horas com os polissacarideos nas concentracoes de 12,5-100 pg/mL, LPS (100
ng/mL) + IFN-y (20 ng/mL) e Zymosan depletado (100 pg/mL). Macrofagos (GM-CSF) foraminfectados com
3 x 106 células/mL de Cryptococcus neoformans, previamente opsonizado com 18B7.(A) As células foram lisadas
com SDS 0,05% e plaqueadas em YPD agar, 2 horas ap6s a infecgdo para determinar a fagocitose e (B) 24 horas
aposainfeccdo paraveracapacidade microbicida destas células. (C) Determinagdo da porcentagem morte fungica
pela diferencga percentual entre a quantidade de UFC do ponto de 24 horas e a média de UFC do ponto de 2 horas.
Analise estatistica One-way ANOVA compara células ndo estimuladas aos tratamentos. Experimento realizado

em triplicata bioldgica. p significativo quando < 0,05.

7. Conclusao

Concluimos neste projeto que apesar de serem extraidos do mesmo macrofungo e
ativaram producao de TNF-a in vitro, a metodologia alterou a composi¢ao monossacaridica
obtida ao final de ambos os processos. Os polissacarideos obtidos do meio de cultura

conseguiram controlar um processo inflamatorio in sifu no modelo de colite induzida por DSS.

O método de extragdo proposto no Capitulo II teve como resultado deste processo uma
mistura polissacaridica de uma fucomanogalactana e beta-glucana. Esses, apesar de
apresentarem uma resposta de ativagao celular in vitro, nao controlaram a disseminagao fingica

para o sistema nervoso central.
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Anexos

L. Anexo I - Autorizacio do Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA)

]
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Cominabo de £bca no Lso Animal

Brasilia. 11 de dezembro de 2019,
DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “AVAUAGAO DA MODULAGAO DA MICROBIOTA INTESTINAL POR COGUMELOS MEDICINAIS EM
MODELOS DE COLITE E DOENGA DE PARKINSON", Protocolo n® 18/2019, sob responsabilidade da Professora Anamélia Lorenzetti
Bocca, foi avaliado e aprovado pela Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia Este projeto foi aprovado para

utilizagao de: Mus muscufus (414 machos) A presente declaragac é valida pele periodo de: 11/12/2019 a 5/4/2023.

e Dr. José Luiz Jivago de Paula Rolo \‘\(,:\-_l:l-n &7
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“Este documento se restinge & avalisglo ética do projeto supradtado e nlio substitul outras licencas & permisstes que porventura se fagam necessisias

Anexo 1 Certificado do CEUA para modelo de colite
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NEF universidade de Brasilia
Comissio de Etica no Uso Animal

Brasilia, 13 de agosto de 2021

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “MODULAGAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA PELA BETA GLUCANA EXTRAIDA DE
il daF

BASIDIOMICETOS NA INFECGAO POR C. NEOFORMANS®, SEI n.® 23106.074021/2021-11, sob
Lorenzetti Bocca, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
ditadas pelo C | de Conirole de Experimentacio Animal -CONCEA, e foi avaliado e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, na 158° reuniio ordindria, realizada em 6/8/2021. Este projeto foi
e Knockout (162 maches), com procedéncia do biotério central da Universidade de

2009, e com as normas
de: Mus lus (161
580 Paulo e do Biotério do Instituto de Ciéncias Bicldgicas da Universidade de Brasilia. O presente certificado é valido pelo periodo de

para utilizaga
01/9/2021 a 31/8/2025.

ap

/(g;dc A Dr. José Luiz Jivago de Paula Rélo
5\

f%/u:l\ré Coordenador da CEUA - UnB
= =

outra licengai

Anexo 2 Certificado do CEUA para modelo de infec¢io por C. neoformans.

Anexo Il — Sequenciamento das populacdes microbianas presente no conteudo

I1.
fecal dos camundongos em modelo de colite induzida por DSS
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Anexo 3 Representaciio do sequenciamento das amostras fecais colhidas no modelo de colite.

III.  Anexo III — Estratégia de seleciio de fenotipagem de esplendcitos
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Anexo 5 Estratégia de selec
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IV.  Composi¢ao monossacaridica e tempos de retenciao em coluna HPS
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Tabela Anexo 1 Tempos de reten¢io dos monossacarideos em coluna HP5.

Monossacarideos Tempo de

Controle Retencao
Desoxi- Fuc Fucose 16,965

ribose

Pentoses Rib Ribose 16,859
Xyl Xilose 17,284
Hexose Man Manose 22,055
Gal Galactose 22,685
Glc Glicose 22,386
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