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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas frac6es polissacaridicas extraidas da biomassa micelial — obtida
via fermentacdo submersa — da linhagem de origem Amazo6nica do cogumelo comestivel
Lentinus strigosus. Apos a extracdo e purificacdo, as fracbes homogéneas obtidas, aquosa
(LSW) e alcalina (LSK) foram caracterizadas quanto a estrutura, propriedades fisico-quimicas
e reologicas, bem como efeitos imunomoduladores e adesivos em macréfagos. Ambos 0s
polissacarideos apresentaram constituicdo majoritaria de glucose, com tragos de galactose,
manose, arabinose e xilose. N&o foram detectados acidos urdnicos. Analises de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H, *C e DEPT-135 sugerem que a fragdo LSW contenha
unidades de —6)-pB-D-Glcp-(1—, —4)-a-D-Glcp-(1— e —6)-0-D-Galp-(1— como
componentes majoritarios. Ja a fracdo alcalina (LSK) apresentou unidades de p-D-Glcp-(1—,
—3)-B-D-Glcp-(1— e —3,6)-p-D-Glcp-(1—. Andlises por espalhamento dindmico de luz
(DLS) mostraram um didmetro médio de 609,37 nm para as particulas polissacaridicas da fracéo
LSW, e 301,17 nm para LSK, ambas com dispersdao homogénea de tamanhos. O potencial zeta
das duas fragOes foi similar, em torno de -6,58 mV para LSW e -5,47 mV para LSK, portanto
com densidade de cargas elétricas superficiais proxima da neutralidade, porém ligeiramente
negativas. Propriedades reoldgicas das solucdes de polissacarideos foram avaliadas em termos
do modulo de armazenamento elastico (G’), modulo de perda viscosa (G”) e viscosidade
complexa (n*), indicando um caréater de gel fraco para LSW e de liquido viscoso para LSK, nédo
exibindo histerese térmica significativa. Ambas as fracGes apresentaram significativa atividade
imunomoduladora em macréfagos murinos, estimada através da dosagem de citocinas por
ELISA. Em células RAW-264.7, LSW estimulou a producdo de IL-6 e TNF-a, inibindo a
producdo de IL-10, enquanto LSK ndo apresentou inducdo ou inibicdo de tais citocinas. J& em
celulas J774.1, ambas fragdes apresentaram atividade semelhante, ativando a produgdo de TNF-
a, inibindo IL-10 e sem influenciar os niveis de IL-6. Microesferas de poliestireno revestidas
com o0s polissacarideos foram manipuladas com pincas 6pticas (OT) para interagir com
macrofagos vivos em cultura, apresentando tempo caracteristico necessario para adesdao a
superficie celular bastante inferior ao controle, em torno de 13,38 s (LSW) e 13,94 s (LSK),
sugerindo que tais polissacarideos sdo rapidamente reconhecidos pelos macréfagos. Diante dos
resultados, os polissacarideos de L. strigosus apresentam propriedades distintas quando obtidos
via extracdo aquosa e alcalina, ambos com atividade imunoestimuladora in vitro, verificada
através de uma provavel resposta inflamatoria e rapida adesdo/reconhecimento por macréfagos.
Tais resultados vém a contribuir com o conhecimento sobre o potencial de L. strigosus da
Amazonia como cogumelo produtor de biomoléculas com beneficios a saude e propriedades
nutracéuticas ou funcionais, com foco na modulagdo imune. Como perspectivas futuras, estudos
mais aprofundados de caracterizagdo estrutural, mecanismos imunoldgicos ativados e o
screening de outras atividades bioldgicas desses polimeros sdo recomendados, assim como a
otimizacdo e escalonamento de producdo.

Palavras-chave: Macrofungos, Carboidratos Bioativos, Pincas Opticas, Macrofagos,
Imunomodulagéo.



ABSTRACT

In this study, polysaccharide fractions extracted from the mycelial biomass — obtained by
submerged fermentation — from the Amazonian strain of edible mushroom Lentinus strigosus
were studied. After extraction and purification, homogenous fractions (aqueous, LSW, and
alkaline, LSK) were characterized regarding their structure, physicochemical and rheological
properties, as well as immunomodulatory and adhesive effects on macrophages. Both
polysaccharides were mostly composed of glucose, with trace amounts of galactose, mannose,
arabinose, and xylose. Uronic acids were not detected. *H, *C and DEPT-135 nuclear magnetic
resonance (NMR) analysis suggests the presence of —6)-p-D-Glcp-(1—, —4)-a-D-Glcp-(1—
and —6)-0-D-Galp-(1— as major units in LSW, while LSK is mostly composed of 3-D-Glcp-
(1—, —3)-B-D-Glcp-(1— and —3,6)-B-D-Glcp-(1—. Dynamic light scattering (DLS) showed
an average diameter of 609.37 nm for particles present in the LSW fraction, and 301.17 nm for
LSK, both with homogeneous size dispersion. Zeta potential of the two fractions was similar,
around -6.58 mV for LSW and -5.47 mV for LSK, therefore with a density of superficial electric
charges close to neutrality, but slightly negative. Rheological properties of polysaccharide
solutions were estimated in terms of elastic storage modulus (G’), viscous loss modulus (G”),
and complex viscosity (n*), suggesting a weak gel-like character for LSW and viscous-fluid for
LSK, not exhibiting significant thermal hysteresis. Both fractions showed a strong
immunomodulatory effect in murine macrophages, estimated through ELISA-mediated
cytokine dosing. In RAW 264.7 cells, LSW stimulated the release of IL-6 and TNF-a, inhibiting
the production of IL-10, while LSK did not show significant induction or inhibition of these
cytokines. In J774.1 cells, both fractions showed similar activity, enhancing TNF-a production,
inhibiting IL-10, and no influence on IL-6. Polystyrene microspheres coated with the
polysaccharides were manipulated with optical tweezers (OT) to interact with live macrophages
in culture. It was observed that samples had a characteristic time required for adhesion to cell
surface much lower than control, around 13.38 s (LSW) and 13.94 s (LSK), suggesting they are
rapidly recognized by macrophages. Considering the results, polysaccharides from L. strigosus
have distinct properties when obtained via aqueous and alkaline extraction, showing in vitro
immunostimulant activity, verified through a probable inflammatory response and rapid
adhesion/recognition by macrophages. These results contribute to the knowledge about the
potential of Amazonian L. strigosus as a producer of biomolecules with health benefits and
nutraceutical or functional properties, with a focus on immune modulation. As future
perspectives, further characterization of structure, activated immunological mechanisms, and
screening of other biological activities of these polymers are highly recommended, as well as
production optimization and upscaling.

Keywords: Macrofungi, Bioactive Carbohydrates, Optical Tweezers, Macrophages,
Immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Introducéo geral

Cogumelos sdo fungos macroscépicos presentes em diversos ecossistemas, utilizados
com finalidade alimenticia e medicinal pelos humanos desde a pré-histéria. Contudo,
atualmente, o uso desses organismos tem se expandido para esferas industriais, com a validagéo
cientifica de seu valor nutricional e da presenca de importantes substancias bioativas. Hoje,
cogumelos in natura, processados, ou seus constituintes extraidos/isolados, estdo presentes em
formulagdes nas indUstrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, entre outras, sendo
classificados, portanto, como alimentos funcionais e/ou nutracéuticos, com beneficios
comprovados para a saude (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017; GUPTA et al., 2019;
ZHANG et al., 2021).

O consumo regular de cogumelos ou produtos derivados, aliada a pratica de habitos
saudaveis, pode estimular o bem-estar do organismo, atuando principalmente no sistema
imunolégico, de modo a aumentar a resisténcia a doencas, e em alguns casos causar a regressao
de um estado patolégico. Essa caracteristica atribuida aos cogumelos se deve principalmente
aos polissacarideos, seus principais constituintes, que consistem em polimeros de carboidratos
com ampla variedade de estruturas quimicas e atividades bioldgicas. Os polissacarideos sdo
uma das classes mais relevantes de macromoléculas para aplicacdes em saude, pois, quando
consumidos, entre outros efeitos, sdo conhecidos por modular a funcéo do sistema imune, e
assim podem ser chamados de imunomoduladores (TZIANABOS, 2000; CAMELINI et al.,
2015; GHOSH; SMARTA, 2016; ZHOU et al., 2019).

Atualmente, problemas de saude relacionados aos habitos de vida modernos tém sido
cada vez mais frequentes, com o desgaste do sistema imune e o aumento da susceptibilidade do
corpo humano a doencas infecciosas e canceres. Dessa forma, os imunomoduladores de origem
natural tém sido visados para aplicacdo direta em imunoterapias especificas ou para fortalecer
o sistema imune de forma geral. Nesse contexto, cogumelos sdo fontes atrativas de
polissacarideos com potencial de uso para essas estratégias (MORRIS-QUEVEDO et al., 2018;
CHAKRABORTY etal., 2019; ZIEBA et al., 2021).

Alguns dos tipos de cogumelos explorados com essa finalidade sdo os do género
Lentinus, conhecidos pela excelente qualidade nutricional e habilidade de se desenvolver numa

variedade de substratos em curto tempo, adaptando-se a diferentes condic@es climaticas, o que
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agrega vantagens ao cultivo de seus basidiomas. Esses organismos também séo cultivados sob
fermentacdo submersa, um processo que acelera a obtencdo de seus compostos bioativos, a
partir da biomassa micelial ou do caldo fermentado. Apesar disso, este género possui diversas
espeécies que ainda sdo pouco exploradas e apresentam grande potencial de uso, como Lentinus
strigosus (Schwein.) Fr., cogumelo neotropical encontrado na regido Amazonica, produtor de
uma variedade de compostos com atividade bioldgica, incluindo polissacarideos (SALES-
CAMPOS et al., 2013; PESSOA, 2016).

1.2 O Reino Fungi e o seu potencial biotecnoldgico

Fungos sdo organismos eucariontes presentes em uma variedade de nichos ecologicos
da Terra. Devido a diversidade fisioldgica e morfoldgica encontrada no Reino Fungi, se torna
dificil generalizar as caracteristicas desses organismos, o que levou a sua classificacdo, ao longo
da historia, em diferentes grupos taxondmicos (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015;
AZEVEDO; BARATA, 2018).

Apesar da heterogeneidade desse grupo, a principal caracteristica que 0s une € sua
atuacdo como decompositores na natureza. Como seres heterotroficos por absorcao, possuem
um metabolismo eficiente em degradar substratos organicos, sendo primordiais em diversos
ciclos biogeoquimicos. Assim, a acdo decompositora dos fungos permite o inicio de novos
ciclos de vida, atuando na reciclagem de carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo e outros
elementos essenciais (DAVIDSON; JAINE, 2014; ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

Devido a essa e outras caracteristicas, os fungos foram distribuidos em um reino
independente a partir da década de 60 do século passado. Essa nova classificacdo se sustenta
em caracteristicas que os diferem dos outros organismos, como a presenca de quitina na parede
celular, auséncia de plastos, clorofila ou outros pigmentos fotossintéticos, reproducdo tanto
assexuada quanto sexuada, sempre culminando na producdo de esporos, armazenamento de
glicogénio como substancia de reserva, entre outras carateristicas unicas (SILVEIRA, 1995;
KIRK et al., 2008).

Devido ao seu metabolismo unico e eficiente, além de suas importantes fungdes nos
ecossistemas, os fungos tém se destacado pela utilidade em diversos setores econdmicos.
Ressaltando as vantagens do uso industrial desses organismos, algumas maneiras que podemos

explorar fungos industrialmente est&o listadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais formas atuais de exploracéo industrial dos fungos.

Saude humana

Agricultura e
silvicultura

Alimentos e bebidas

Meio ambiente

Commodities

Antibacterianos

Biofertilizadores

Single-cell protein

Reciclagem de
residuos agricolas

Cosmeéticos e
cosmecéuticos

Controle de

Cultivo de cogumelos

Biorremediacédo de

Antifungicos fitopatologias comestiveis ambientes poluidos Enzimas

Inlk_)ld_ores de Biocontrole de insetos  Corantes alimentares ~ “Micofumigacdo” Resinas
biofilmes

Agentes anticancer Biocontrole de Aromatizantes Fixacio de CO, Plasticos

nematodeos

alimentares

biodegradaveis

Agentes antidiabetes

Biocontrole de ervas
daninhas

Ingredientes
funcionais

Biocompésitos

Acidos organicos

Agentes antivirais

Micorrizas e

Alimentos

Degradacéo de

Vitaminas

ectomicorrizas nutracéuticos plasticos
Controle de doencas  Hormdnios promotores - Degradacéo de Corantes e fibras
. - Prebioticos : o
cardiovasculares do crescimento vegetal hidrocarbonetos téxteis
Melhoramento do s x
. Mitigac@o do estresse I Degradacéo de Conservantes
sistema nervoso e o Panificacéo L )
abidtico em plantas xenobioticos naturais

cognitivo

Imunossupressores e
estimulantes

Controle de doengas
pos-colheita

Producdo de queijos,
vinhos, cervejas e
outros fermentados

Producdo de biochar

Biocombustiveis

Fonte: KAVANAGH, 2011; HYDE et al. 2019.

A estrutura flngica é composta basicamente por uma parte vegetativa, o micélio, e uma

parte reprodutora, o corpo de frutificagdo. O micélio e constituido por filamentos de células

(hifas), que se desenvolvem a partir da germinacdo de esporos em um substrato adequado. As

hifas formam uma rede sobre o substrato, desempenhando fungdes fisioldgicas basicas, como

a ingestéo de alimento, assimilacdo de nutrientes, respiracdo e excre¢do. Durante o ciclo de vida

do fungo, ao ocorrer a fusdo de hifas compativeis, o novo micélio formado pode desenvolver-

se rapidamente e, em condigdes favoraveis, originar o componente reprodutivo, o corpo de

frutificagdo, com a funcéo de produzir e liberar novos esporos (Figura 1) (WALKER; WHITE,
2017; SCHMIEDER et al., 2019; RAIl et al., 2021).
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Figura 1 — Morfologia tipica e ciclo de vida dos fungos basidiomicetos.
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Fonte: Adaptado de LULL; WICHERS; SAVELKOUL, 2005.

1.3 Os basidiomicetos e os cogumelos comestiveis

O Reino Fungi, atualmente, compreende cinco filos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, abrangendo desde organismos unicelulares
(leveduras) a pluricelulares (fungos filamentosos), que vao de dimensdes microscopicas até
macroscopicas. Enquanto a maioria dos fungos se desenvolve essencialmente como
microrganismos, 0s macrofungos, conhecidos popularmente como cogumelos, formam
estruturas de tamanho suficiente para serem vistas a olho nu. Estes fungos pertencem as divisoes
Basidiomycota e Ascomycota, sendo em sua grande maioria basidiomicetos (KIRK et al., 2008;
NARANJO-ORTIZ; GABALD()N, 2019).

O filo Basidiomycota abriga uma biodiversidade estimada em 31.515 espécies,
classificadas em 3 subfilos, 16 classes, 52 ordens, 177 familias e 1.589 géneros, sendo o
segundo em diversidade de espécies depois dos ascomicetos. Estes fungos estdo distribuidos
em diferentes ambientes, atuando como parasitas, simbiontes micorrizicos €, na maioria das
vezes, saprofitos, sendo decompositores de substratos organicos sem vida. Muitos dos

basidiomicetos macroscéopicos, decompositores de madeira e outros materiais vegetais na
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natureza, sdo também comestiveis, ou seja, ndo apresentam compostos toxicos intrinsecos que
impegam seu consumo na alimentacdo humana. Sendo atrativos recursos culinarios, diversas
culturas consomem os cogumelos diretamente ou os utilizam no preparo de pratos (BERNAS;
JAWORSKA; LISIEWSKA, 2006; KIRK et al., 2008; SALES-CAMPOS; DE ANDRADE,
2011; ERJAVEC et al., 2012).

O conhecimento sobre as propriedades comestiveis dos cogumelos foi largamente
desenvolvido fora do ambito cientifico, através das experiéncias de povos tradicionais,
indigenas e rurais, mas possui um grande embasamento, confirmado por uma literatura
cientifica cada vez mais robusta. Além de seguros para consumo, as pesquisas tém validado os
cogumelos como um 6timo recurso medicinal. Uma vez que a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) sugere que os cuidados de satude podem ser melhorados pela integracdo da alimentacéo
com o uso de medicamentos tradicionais e praticas de autocuidado, uma grande atencao
cientifica foi atraida para os cogumelos e seus beneficios a satude (LU et al., 2020; LI et al.,
2021).

Das cerca de 97 mil espécies fungicas categorizadas ao redor do mundo, estima-se que
16 mil sdo cogumelos, das quais cerca de 2 mil sdo comestiveis e 700 sdo conhecidas por
propriedades medicinais, porém apenas 35 sdo cultivadas a nivel comercial para o consumo
humano. Muitas dessas espécies estdo na intersecdo entre recursos medicinais e alimenticios,
ndo havendo uma distin¢do facil entre estas duas categorias, visto que muitos dos cogumelos
mais comuns possuem propriedades terapéuticas, e muitos dos cultivados para fins medicinais,
também s&o comestiveis (PATEL; NARAIAN; SINGH, 2012; VALVERDE; HERNANDEZ-
PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2015; VARGHESE; AMRITKUMAR, 2020).

Na vasta regido Amazobnica, existe uma grande diversidade de cogumelos, com
potencial de exploracdo para varios fins, tanto alimenticios quanto medicinais. No entanto, a
variedade dos macrofungos amazoénicos e seus potenciais de aplicacdo ainda sdo topicos de
pesquisa largamente inexplorados, principalmente no que diz respeito ao seu valor nutricional
e terapéutico, assim como na producgéo de compostos bioativos. Diante desse cenario, destacam-
se 0s estudos que tém sido conduzidos no Laboratério de Cultivo de Fungos Comestiveis
(LCFC), do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), com o objetivo de selecionar
espeécies nativas da regido, com o propdésito de otimizar o processo produtivo de cogumelos e
suas biomoléculas (SALES-CAMPOS; CHEVREUIL, 2019; SALES-CAMPOS et al., 2021).
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1.4 Valor nutricional e terapéutico dos cogumelos

O consumo de cogumelos como alimento € um costume milenar, estimado a existir
desde o periodo Neolitico (8.000 a.C.), tendo sido provavelmente um dos primeiros alimentos
coletados nas florestas pelos povos pré-histéricos. Na antiguidade, cogumelos eram colhidos e
intencionalmente cultivados por civilizagdes orientais, que também o tinham como importantes
itens de sua medicina tradicional, em na¢6es como o Japdo, China e Coréia (WASSER, 2005;
EROL; AKATA; ERTUGRUL, 2020).

No Ocidente, apesar dos relatos historicos serem menos frequentes e detalhados, é
possivel verificar o seu uso pelos antigos povos romanos, que os consideravam como “alimento
dos deuses”. Em regides como 0 Egito e a Africa subsaariana, também existem registros
milenares do uso alimentar e em cuidados com a salde. Ja os povos nativos da América
estampavam imagens de cogumelos em esculturas, ceramicas, objetos de metal e téxteis em
culturas do Norte ao Sul do continente, inclusive na regido Amazonica, mostrando a grande
importancia historica desses organismos em nossa cultura (ZENT; ZENT; ITURRIAGA, 2004;
TRUTMAN, 2012; FERNANDES et al., 2021).

Do ponto de vista nutricional, cogumelos sdo geralmente considerados alimentos
completos e saudaveis, sendo fonte de diversos macro e micronutrientes, apesar de que a sua
composicdo pode variar de acordo com a espécie, origem, forma de cultivo, tempo de colheita,
bem como fatores ambientais e abi6ticos aos quais 0 cogumelo estad sujeito (DA SILVA,
JORGE, 2011; VETTER, 2019).

Entre os macronutrientes presentes em cogumelos, pode-se destacar os carboidratos, que
podem representar de 50 a 70% do seu peso seco, em sua maioria sob a forma de fibras
alimentares. Tais fibras correspondem a polissacarideos nao-digeriveis, portanto de baixo valor
calorico, e ndo-amilaceos, assim, portanto, também de baixo indice glicémico. Outro
macronutriente importante s@o as proteinas, que constituem de 19 a 35% da composicdo dos
cogumelos mais comuns, contendo todos os aminoacidos nao sintetizados pelo corpo humano,
e que, portanto, devem ser fornecidos pela dieta. Os valores de lipidios (gorduras) em geral sdo
baixos, variando de 2 a 6%, contribuindo para a caracterizagdo dos cogumelos como um
alimento de valor calorico reduzido (SANDE et al., 2019; SHARIFI-RAD et al., 2020;
GONZALEZ et al., 2021).
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Apesar da maioria dos carboidratos de cogumelos existirem sob a forma de fibras, os
carboidratos livres (entre 9 e 18%) geralmente correspondem a mono e oligossacarideos de
glucose, galactose, manose e trealose (KIM et al., 2009; L1 et al., 2018). Um item que merece
destaque neste grupo sdo alguns carboidratos considerados prebidticos, que promovem
beneficios através da manutencdo da microbiota intestinal, verificada a partir do aumento de
bactérias benéficas e declinio das danosas (MOUMITA; DAS, 2022).

Ainda, entre a pequena fracéo lipidica, estdo presentes os acidos graxos de cadeia curta,
também considerados prebi6ticos, e os &cidos graxos poli-insaturados (ex.: acido linoleico,
palmitico, estearico etc.), que também sdo benéficos a saude (JAYACHANDRAN; XIAO; XU,
2017; SANDE et al., 2019).

Cogumelos também sdo fonte de micronutrientes, com destaque para 0s sais minerais,
como o potassio, fosforo, ferro, magnésio, calcio e selénio, com baixo teor de s6dio. Também
possuem diversas vitaminas, principalmente as do complexo B, mas também as vitaminas dos
tipos A, C, E e K. Além disso, esses organismos sao uma importante fonte alimentar ndo-animal
de vitaminas do complexo D, pois produzem grande quantidade de moléculas precursoras das
vitaminas D., D3 e D4 (BERNAS; JAWORSKA; LISIEWSKA, 2006; CARDWELL et al.,
2018; VETTER, 2019).

Em complemento ao seu grande valor nutricional, varios dos compostos presentes em
cogumelos sdo biologicamente ativos, incluindo alguns Uteis para o aprimoramento do sistema
imune, alguns potencializadores de atividade antioxidante, outros Uteis como estimuladores do
desenvolvimento de neurdnios, e ainda compostos antimicrobianos para limitar a multiplicacdo
de virus, bactérias e fungos, entre muitas outras atividades. Sejam provenientes do metabolismo
primario (ex.: polissacarideos, proteoglicanos, glicoproteinas, enzimas, aminas etc.), ou do
secundario (ex.: alcaloides, esteroides, terpenoides, lactonas, antraquinonas, tocoferdis,
compostos fenolicos etc.), esses compostos possuem comprovado valor terapéutico (YAOITA,;
KIKUCHI; MACHIDA, 2014; LUO et al., 2017; MILLAR et al., 2019; REIS et al., 2020).

1.5 Alimentos funcionais e nutracéuticos

Devido a presenga de nutrientes e diversas moléculas bioativas, cogumelos tém tido
destague no contexto de alimentos funcionais e nutracéuticos. Ultimamente, as evidéncias
cientificas sobre a relacdo existente entre alimentacdo e saide vém despertando mudangas nas

demandas dos consumidores. Assim, o mercado tem buscado alimentos que ndo apenas
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atendam as necessidades nutricionais, mas também contribuam diretamente para a satide e bem-
estar, causando uma onda de avangos na industria alimenticia e farmacéutica, contando também
com mudancas nas legislacdes pertinentes a rotulagem e delimitacdo dessas formulacGes
(PEREIRA et al., 2014; CARDOQOSO et al., 2017).

De modo geral, os alimentos funcionais, também conhecidos como alimentos para uso
especifico de salde, sdo aqueles que proporcionam comprovados beneficios a satde além da
nutricdo basica, sendo apresentados na forma de alimentos comuns e consumidos em dietas
convencionais. Ja um nutracéutico € um produto nutricional extraido a partir de alimentos, com
comprovados beneficios terapéuticos, incluindo a prevencdo e tratamento de doencas, e
geralmente sdo apresentados em formatos como cépsulas, comprimidos, tabletes, pos,
granulados, pastilhas, suspensdes e solucdes (STRINGHETA et al., 2007; PEREIRA et al.,
2014).

Ambos séo considerados importantes para o bem-estar, em complemento a uma dieta
equilibrada e atividade fisica. Caracteristicas nutracéuticas e funcionais tém sido descobertas
em muitos alimentos ja considerados tradicionais, enquanto novos produtos tém sido
desenvolvidos visando atender a essa demanda (VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ;
PAREDES-LOPEZ, 2015; CARDOSO et al., 2017).

1.5.1 Cogumelos como alimentos funcionais e nutracéuticos

De acordo com as definicbes e legislacdes internacionais, o enquadramento de
cogumelos como alimentos funcionais e nutracéuticos é bastante adequado, visto que sdo
comprovadamente promotores de salde, principalmente devido as quantidades significativas
de fibras, proteinas, vitaminas e compostos bioativos do metabolismo secundario. Na industria
alimenticia, a biomassa de cogumelos tem sido utilizada também como substituta de
ingredientes tradicionais na para a criagdo de produtos fortificados e de baixo teor calorico, sem
comprometer a textura, reologia e palatabilidade (KIM et al., 2011; ULZIIJARGAL et al.,
2013; VENTURELLA et al., 2021).

Na industria farmacéutica ha um grande desenvolvimento de produtos usando
cogumelos, podendo ter seus metabolitos extraidos para uso em varios tipos de formulacdes.
Hoje, produtos derivados de cogumelos estdo presentes no mundo todo, seja sob a forma de
suplementos alimentares, na medicina complementar e alternativa, ou como medicamentos

alopaticos, exemplificados pela lovastatina, utilizada desde 1987 no tratamento de doengas
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envolvendo o metabolismo do colesterol, e considerada um medicamento essencial pela OMS
(ELKHATEEB et al., 2019; OZUNLU; ERGEZER, 2021).

As mais importantes propriedades medicinais atribuidas aos cogumelos incluem efeito
anticancer,  imunoestimulante,  imunossupressor,  anti-inflamatério,  antimicrobiano,
antioxidante, antiviral, antiparasitario, anti-hipercolesterdbmico, antiobesidade, anti-
hipertensivo, anti-hiperglicémico (antidiabético), antitrombdtico, antialérgico, antidepressivo,
prebiotico, hepatoprotetor e cardioprotetor, atuando também no alivio de distdrbios
neuroldgicos, doengas neurodegenerativas e dermatoldgicas, entre muitos outros. Assim, estes
organismos tém despertado atencdo como uma fonte de moléculas inéditas ou com novos
mecanismos de acdo contra varias doencas (WANG et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016;
RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016; YADAV et al., 2020; TAOFIQ; BARREIRO;
FERREIRA, 2020; RAI et al., 2021).

Contudo, antes de recomendar-se qualquer constituinte bioativo para fins clinicos e
farmacoldgicos, sdo necessarios extensivos estudos, desde a elucidacdo de sua estrutura
quimica, propriedades fisico-quimicas e doses adequadas, até a viabilidade econémica e
uniformidade do processo produtivo, garantindo quantidade e qualidade, além de seguranca e
eficacia. Adicionalmente, uma das questfes mais debatidas sdo 0s mecanismos de a¢do, muitas
vezes ainda desconhecidos. Todos esses fatores sdo de grande relevancia para o
desenvolvimento de produtos nutracéuticos a partir de cogumelos, de seus extratos e
constituintes isolados (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017; DUDEKULA; DORIYA,
DEVARAI, 2020).

Apesar disso, diversos produtos terapéuticos de cogumelos tém adentrado o mercado
mundo afora, visto que muitos componentes obtidos dos micélios, basidiomas e caldo
fermentado ja completaram suas fases de pesquisa, teste e regulacdo em seus respectivos paises
de origem, e estdo disponiveis como suplementos alimentares. O destaque vai para as atividades
imunomoduladoras, anticancer e antioxidantes, as mais comumente estudadas (Tabela 2)
(USTUN; BULAM; PEKSEN, 2018; VENTURELLA et al., 2021).
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Tabela 2 — Lista de alguns produtos nutracéuticos de cogumelos disponiveis no mercado.

- . . Dose .
Espécie Produto Ingrediente ativo recomendada Efeitos
Organic Reishi® Basidioma em b6 3 cépsulas/dia Suplemento
(comprimidos) P (500 mg) imunoestimulante

Ganoderma lucidum
Antioxidante;

GanoSuper® 37% polissacarideos e 2 capsulas/dia
(extrato suplemento
4,6% terpenos (500 mg) . .
concentrado) imunoestimulante
Lentinan, . , L -
Lentinus edodes LentinanXP®, Pohssacarlc.ieo (B-1,3- i AthldaQE a_ntlcancer e
; glucana isolada) antioxidante
Lentinex®
. (500
G. lucidum Organic ReiShi- Ba5|d|o_ma em po (50% Suplemento
G. lucidum e 50% L. - . .
L. edodes Gen® imunoestimulante
edodes)
G. lucidum Manutenc¢do da salde e
. . BreastDefend® Mix de extratos de 2 capsulas/dia balango hormonal
Phellinus linteus . £ al-
- (cépsulas) cogumelos (400 mg) saudavel;
Trametes versicolor .
imunomodulador
Aqaricus blazei NatuSol® Basidioma em pé 3 capsulas/dia Suplemento
g (capsulas) P (500 mg) imunoestimulante
Cogumelo do _— . Imunoestimulante
. . - . 1 comprimido/dia
Agaricus sylvaticus sol® Basidioma em p6 popular no mercado
(400 mg) brasileiro

(comprimidos)

Imunomodulador;

Grifola frondosa M{altake® B-glucanas isoladas - recomendado para
(capsulas) . L
imunodeficiéncias
Cordvcens sinensis Eight Element® Basidioma em 06 2 capsulas/dia Aumento na taxa
yeep (cépsulas) P (500 ou 600 mg) metabdlica celular
C. sinensis Extrato de C. sinensis,
G .frondosa Levolar Forte® G. frondosa, C. 4 comprimidos/dia Usado no alivio dos
Co rinus comatus (comprimidos) comatus, canela e (250 mg) sintomas da diabetes
P biotina
C. sinensis Nutricafe® . Extrato de Cordyceps e A_ument_a aresistencia
; (blend com café - fisica e ajuda a remover
G. lucidum A Ganoderma .
organico) toxinas do corpo
. . Complexo Imunomodulador e
Trametes versicolor Krestin . . . - - A
polissacarideo-proteina anticancer
Immunoglukan® . . . . Imunomodulador, alivio
: Polissacarideos, 1 cépsula/dia :
Pleurotus ostreatus P4H Synbio o Ao da fadiga e estresse
vitamina C, prebi6ticos (250 mg) oxidativo

(capsulas)

Fonte: MORRIS et al., 2017; RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017; ZHANG et al., 2021.
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1.6 O cultivo de cogumelos

Apesar do seu uso histérico por diferentes civilizacbes, os cogumelos permanecem
ainda largamente inexplorados, em comparagdo com as plantas, como fonte de compostos
inéditos para diversas aplica¢des, com variados mecanismos de acdo. A defasagem na
exploracdo cientifica dos cogumelos foi por muito tempo devido a sua natureza efémera, pois
os corpos de frutificacdo surgem rapidamente na natureza, e na mesma velocidade se
decompdem, apds cumprir seu proposito reprodutivo. Dessa forma, o recente aumento no
interesse por cogumelos ndo esta relacionado apenas a profunda histdria cultural do seu uso,
mas também ao desenvolvimento de métodos modernos para o cultivo desses organismos, como
a fermentacdo em estado solido (FES) e fermentacdo submersa (FSm) (STAMETS;
ZWICKEY, 2014).

1.6.1 Cultivo tradicional e fermentacéo sélida

Na natureza, cogumelos se desenvolvem como decompositores primarios de matéria
organica. Das espécies comercialmente cultivadas ao redor do mundo, a maioria € de habito
saprofitico e sdo encontradas naturalmente em madeiras mortas e materiais vegetais em
decomposicdo, salvo algumas espécies que crescem em solos ricos em nutrientes ou materiais
de compostagem, e as que ocorrem como micorrizas, necessitando de arvores vivas como
parceiros simbioticos (GRIMM; KUENZ; RAHMANN, 2021; ZIEBA et al., 2021).

Tradicionalmente, o cultivo de cogumelos foi desenvolvido em troncos ou toras de
madeira inoculadas com o micélio. Porém, devido a dificuldade de cultivo e aquisicdo da
matéria-prima, outras formas mais acessiveis foram adaptadas. Aos poucos, 0s produtores
foram introduzindo o uso de blocos ou sacos contendo substratos organicos formulados com
residuos lignocelulésicos, sob condi¢des controladas de temperatura, umidade e luminosidade,
processo conhecido como fermentagdo em estado sélido (FES) (SALES-CAMPOS;
CHEVREUIL, 2019; SINGH et al., 2020; ZIEBA et al., 2021).

Contudo, apesar de sua contribuicdo ao meio ambiente, principalmente na reciclagem de
residuos agroindustriais, o cultivo sélido € um processo longo e trabalhoso, podendo levar
varios meses da inoculagéo do substrato até a coleta dos basidiomas, além do dificil controle de
gualidade, de possiveis contaminantes, e fatores ambientais. Com a crescente demanda por
bioprodutos derivados de cogumelos, surgiu como alternativa o cultivo liquido, também

conhecido como fermentacdo submersa (FSm), um processo mais rapido, homogéneo e de
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pardmetros mais controlaveis (TANG et al., 2007; SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012;
RATHORE et al., 2019).

1.6.2 Fermentagéo submersa como alternativa ao cultivo tradicional

A FSm é caracterizada pela inoculagcdo do micélio ou de esporos fungicos em meio de
cultura liquido, contendo nutrientes sollveis selecionados e otimizados de acordo com as
necessidades particulares de cada espécie, para o crescimento e producdo das moléculas de
interesse. Ao invés de corpos de frutificacdo (basidiomas), o produto obtido no cultivo liquido
de cogumelos é uma biomassa micelial, constituida por aglomerados de hifas. Ap0s a separagdo
deste material do meio de cultivo, é possivel utiliza-lo diretamente, ou extrair os produtos de
interesse. Entretanto, muitos compostos bioativos tém sido obtidos também a partir do meio
liquido, sendo este um dos principais alvos da pesquisa atual na area (ELISASHVILI, 2012;
RATHORE et al., 2019; DUDEKULA; DORIYA; DEVARAI et al., 2020).

Com a maioria dos processos levando de 2 a 3 semanas, a FSm permite o
desenvolvimento de produtos mais uniformes e reproduziveis em diferentes escalas, em menor
tempo, sendo interessante por exemplo na obtencdo de biomoléculas, com processos
downstream menos complicados. Geralmente, os compostos obtidos da biomassa micelial
apresentam propriedades farmacoldgicas semelhantes daqueles obtidos no basidioma. Dessa
forma, a FSm pode ser empregada na producdo em larga escala, visando as aplicacGes dos
cogumelos como ingredientes funcionais, ou de seus componentes isolados como farmacos e
produtos nutracéuticos (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012; RATHORE et al. 2019).

1.7 O género Lentinus

Lentinus é um género de basidiomicetos saprofiticos, decompositores de madeiras, que
ocorre naturalmente ao redor do mundo, porém € mais frequentemente encontrado em regifes
tropicais. Estes fungos fazem parte da microbiota brasileira, sendo encontrados em regides de
extrema importancia biogeografica, como a Amazonia, o Semiarido e o Pantanal. Apesar de
pertencerem taxonomicamente a ordem Polyporales, estes fungos possuem grandes
semelhancas aos da ordem Agaricales, principalmente devido a presenca de lamelas, ainda que
muito primitivas, sendo considerados entdo intermediarios entre os fungos poroides e
agaricoides (BONONI et al., 2008; DRECHSLER-SANTOS et al., 2012).
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O género Lentinus abrange cerca de 63 espécies, sendo muitas consideradas ndo-toxicas
e comestiveis. A espécie Lentinus edodes (Berk.) Pegler, por exemplo, ocupa um lugar
proeminente no consumo e producdo mundial de cogumelos, sendo popularmente conhecida
como shiitake. Somando as suas caracteristicas nutricionais e bioativas a facilidade com a qual
podem ser cultivados, muitas espécies de Lentinus tém sido atrativas para a producdo, também
por apresentarem cores, texturas, formatos e aromas diferenciados, porém poucas espécies do
género além de L. edodes sdo cultivadas para fins comerciais (VARGAS-ISLA; ISHIKAWA,
2008; MACHADO et al., 2016).

1.7.1 Lentinus strigosus

Lentinus strigosus (Schwein.) Fr. (sinonimia: Panus neostrigosus) € um fungo
comestivel de ocorréncia neotropical, sendo comumente encontrado em troncos caidos,
raramente em arvores vivas. No que diz respeito a taxonomia, esta espécie foi descrita pela
primeira vez pelo naturalista alemdo Lewis David von Schweinitz como Agaricus strigosus
(SCHWEINITZ, 1822). Ao longo dos anos, passou por reclassificagdes em diferentes géneros,
sobretudo dentro do género Lentinus, sendo mais recentemente proposto o taxon Panus
neostrigosus (DRECHSLER-SANTOS et al., 2012).

Todavia, esta tltima classificacdo ainda é disputada, permanecendo como consenso pelo
“Cddigo Internacional de Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas” o epiteto Lentinus
strigosus, podendo entdo os dois serem considerados sindnimos taxonémicos, e ambos 0s
géneros (Lentinus e Panus) sendo referidos conjuntamente como “fungos lentinoides”
(SANUMA et al., 2016; ZMITROVICH; KOVALENKO, 2016).

Dessa forma, a referida espécie atualmente se enquadra na seguinte classificacdo
taxonbmica: Reino: Fungi; Filo: Basidiomycota; Classe: Basidiomycetes; Ordem:

Polyporales; Familia: Polyporaceae; Género: Lentinus; Espécie: Lentinus strigosus.

Este cogumelo ainda ndo é cultivado comercialmente, nem muito explorado na literatura
cientifica, sendo que a busca de informacdes, seja sobre “Lentinus strigosus” ou sua sinonimia
“Panus neostrigosus”, retornam poucos resultados, principalmente em termos de pesquisas
para fins biotecnoldgicos e farmacéuticos. No entanto, publicacGes pioneiras de nosso grupo de
pesquisa (LCFC) relatam a domesticacdo e o cultivo deste cogumelo na Amazbdnia, com

resultados satisfatérios em termos de producdo e rendimento, assim como de caracteristicas
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nutricionais. O cultivo desta espécie, apesar de pouco comum, pode ser interessante devido ao
baixo custo de producdo, facilidade de crescer em residuos madeireiros regionais,
adaptabilidade, alta eficiéncia bioldgica e elevado valor nutricional, rico em fibras e proteinas,
com baixo indice lipidico (SALES-CAMPQOS, 2008; SALES-CAMPOS; ANDRADE, 2010;
SALES-CAMPOS; ANDRADE, 2011; SALES-CAMPOQOS et al., 2013).

Em publicacdes de outros grupos de pesquisa, 0 micélio de L. strigosus cultivado sob
fermentacdo submersa também é relatado como detentor de uma variedade de metabdlitos
secundarios, incluindo compostos fenolicos, flavonoides, alcaloides, terpenoides, esteroides,
saponinas, antraquinonas e cumarinas, 0s quais sdo conhecidos por exercer inimeras atividades
bioldgicas (BABAC et al., 2021).

Apesar de escassos em relacdo a outros cogumelos mais populares, as referéncias
envolvendo L. strigosus tém indicado algumas atividades em potencial. Os estudos sdo
originados em diferentes regides geogréaficas, porém mais recorrentes no Brasil, e tém sido
realizados tanto a partir dos basidiomas coletados na natureza, quanto dos provenientes de
cultivo solido, assim como da biomassa micelial (FSm), ou do substrato sélido e caldo pos-
cultivo (Tabela 3).

Tabela 3 — Referéncias a respeito de Lentinus strigosus com atividades de interesse biotecnoldgico.

Refere-se a Origem geogréfica Atividade atribuida Referéncia
. . Degradagio de SOYLEMEZ; YAMAC;

P. neostrigosus Turquia aflatoxinas YILDIZ, 2020
P. neostrigosus Tailandia TERASAWAT;

' g x . PHOOLPHUNDH, 2021

Produgdo de enzimas
ligninoliticas
L. strigosus Brasil OKINO et al., 2000

L. strigosus Tailandia VAITHANOMSAT et al.,

2012
Degradacédo de corantes
L. strigosus Brasil MACHADO; MATHEUS;
e BONONI, 2005
L. strigosus Tailandia Atividade antifingica >\ RAM; PHALAKHUN,

2019
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Tabela 3 — Referéncias a respeito de Lentinus strigosus com atividades de interesse
biotecnoldgico (continuacéo).

Refere-se a Origem geografica Atividade atribuida Referéncia
L. strigosus Brasil Atividade antimicrobiana ROSA et al., 2003
L. strigosus Brasil Athldad_e antiparasitaria COTA et al., 2008
(tripanocida)
L stricosus Brasil Atividade antiparasitaria ~ SOUZA-FAGUNDES et al.,
- Strg (leishmanicida) 2010
i MURALEEDHARAN;
L. strigosus India Bioabsorcéo de metais IYENGAR,;
VENKOBACHAR, 1995
L strigosus Filivinas Atividade antiobesidade AQUINO; DULAY;
- Strg P (Caenorhabditis elegans) KALAW, 2020
Producdo de
. . . . MAZIERO; CAVAZZONI;
L. strigosus Brasil exc_)pollssacar_ldeps e BONONI, 1999
biomassa micelial
Producéo de
L. strigosus Turquia expolissacarideos com YAMAG et al., 2008

atividade hipoglicémica

Morfologicamente,

L. strigosus € caracterizado pelos corpos de frutificacdo

pigmentados de cor que varia de purpura a marrom, com tons cor-de-rosa, de aspecto denso e

aveludado, que usualmente crescem em aglomerados, seja na natureza ou em cultivos sélidos
(Figura 2) (DULAY; RIVERA; GARCIA, 2017).

Figura 2 — Aspecto dos basidiomas de L. strigosus durante o cultivo sélido em residuos
madeireiros.
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Fonte: Acervo do Laboratdrio de Cultivo de Fungos Comestiveis (LCFC/INPA).
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1.8 Os polissacarideos

1.8.1 Estrutura e propriedades fisico-quimicas

Principais constituintes dos cogumelos (em percentual de peso seco), os polissacarideos
sdo também a classe de macromoléculas mais investigada nesses organismos. Quimicamente,
sdo carboidratos de longa cadeia, formados por pequenas unidades de agucares simples
(monossacarideos) unidos por ligacdes glicosidicas, sendo, portanto, classificados como
polimeros. A estrutura de um polissacarideo é definida por diferentes fatores: sua composi¢do
e sequéncia monossacaridica, que pode ser de mondmeros iguais (em homopolissacarideos) ou
diferentes (heteropolissacarideos); configuracdo das ligacdes glicosidicas; tamanho da cadeia;
posicdo de possiveis ramificacGes; e a natureza, nimero e localizacdo de grupos ndo-
carboidratos associados, como proteinas, polifendis e outras moléculas secundarias
(CAMELINI et al., 2015; ASKER; KADY; MAHMOUD, 2019).

As unidades de aclcares podem se ligar em posi¢des diferentes para formar uma ampla
variedade de estruturas, de tamanho e massa molecular bastante diversificados, porém quase
sempre tendendo a moléculas grandes, de alta massa molar. Em adi¢do, modificacfes como
sulfatacdo, metilacdo e O-acetilagdo podem aumentar ainda mais a diversidade das estruturas
adotadas pelos polissacarideos. Assim, a enorme variabilidade nesse grupo de moléculas da a
flexibilidade necessaria para interagir com células e modular respostas bioldgicas. Quando
solubilizados, polissacarideos apresentam também estruturas secundarias e tridimensionais, e
tendem a formar agregados que podem mascarar 0 comportamento de moléculas individuais.
Consequentemente, caracterizar a estrutura quimica e a conformacao de polissacarideos nao é
uma tarefa facil, e exige a utilizacdo de uma variedade de métodos complementares entre si
(CAMELINI et al., 2015; ASKER; KADY; MAHMOUD, 2019).

1.8.2 Funcéo de polissacarideos em basidiomicetos

Em geral, basidiomicetos possuem a capacidade natural de sintetizar polissacarideos,
que possuem papel imprescindivel na estrutura da parede celular, na formacdo de reservas
energeéticas, e sdo produzidos como mecanismo de protecdo celular em resposta a diferentes
estimulos. Além disso, essas moléculas atuam na adaptacdo osmatica e estabelecimento de

relacbes simbidticas, entre outras atividades essenciais para a sobrevivéncia de fungos sob
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diferentes condi¢cbes ambientais (YU et al, 2018; RUIZ-HERRERA; ORTIZ-
CASTELLANOS, 2019; KLAUS et al., 2021).

Esses compostos podem ser extraidos, no contexto do cultivo solido, a partir dos corpos
de frutificacdo; e no cultivo submerso, da biomassa micelial (intrapolissacarideos, IPS) ou do
caldo fermentado (exopolissacarideos, EPS). Além de possuir um papel vital no crescimento e
desenvolvimento do fungo, os polissacarideos sdo potentes modificadores de respostas
bioldgicas em quem os consome, fazendo deles um importante foco para o desenvolvimento de
novos biofarmacos (TIAN et al., 2016; ZHAO et al., 2020; CAMPESTRINI; SALES-
CAMPOS, 2021).

1.8.3 Polissacarideos produzidos por cogumelos

O arranjo molecular dos polissacarideos produzidos por basidiomicetos € bastante
diverso, comumente mostrando-se diferente de acordo com a espécie, linhagem e estagio de
desenvolvimento. Entretanto, a maioria dos polissacarideos de cogumelos pertence ao grupo
das B-glucanas, polimeros de D-Glc cuja cadeia principal € formada por ligacdes glicosidicas
do tipo B-(1—3), mas também podem conter um numero variado de ramificagdes com ligagoes
B-(1—6). Outros polissacarideos encontrados em cogumelos sdo as a-glucanas, com ligacGes
do tipo a-(1—4), as quitinas (polimeros de N-acetilglicosamina 1—4 ligadas), mananas
(polimeros de D-Man), e galactanas (D-Gal), além de heteropolissacarideos contendo diferentes
combinacBes de aclcares, como galactomananas e glucogalactomananas (CAMELINI et al.,
2015; CORREA et al., 2016; RUTHES et al., 2016; CAMPESTRINI; SALES-CAMPOS,
2021).

Os relatos publicados sobre polissacarideos obtidos de Lentinus strigosus sdo poucos, e
escassos de informacdo sobre sua estrutura, composicdo e atividade bioldgica. Contudo,
cogumelos pertencentes ao mesmo género geralmente apresentam grande similaridade em sua
composigdo, incluindo na estrutura de seus carboidratos. Portanto, os polissacarideos do género
Lentinus podem ser muito bem exemplificados pelo lentinano, um dos polissacarideos mais
estudados entre os cogumelos. Esta molécula foi isolada pela primeira vez da espécie Lentinus
edodes, porem ja foi relatada em outras espécies do género (MANJUNATHAN;
KAVIYARASAN, 2010).
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O lentinano é largamente explorado pela sua atividade imunomoduladora, antioxidante
e antitumoral, sendo também um produto nutracéutico regulado e registrado no mercado de
alguns paises, e muito apreciado pela medicina asiatica. Estruturalmente, é uma B-glucana
composta de uma cadeia principal de residuos B-(1—3)-D-Glcp com cadeias laterais de (-
(1—6)-D-Glcp, apresentando peso molecular em torno de 500 kDa (YANG; ZHOU; ZHANG,
2019; ZHANG et al., 2019) (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura bésica do lentinano, principal exemplo de polissacarideo bioativo
presente em espécies do género Lentinus.
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Fonte: Wikimedia Commons

Outros exemplos de polissacarideos isolados a partir de espécies do género Lentinus
ainda ndo foram totalmente caracterizados, em nivel de comparagdo ao lentinano. Entretanto,
relatos incluem uma glucana isolada de L. velutinus, com massa molecular de 336 kDa, e
atividade antioxidante e citotoxica contra células cancerosas (UDCHUMPISAL,
BANGYEEKHUN, 2020). Um polissacarideo soltvel isolado de L. squarrosulus foi relatado
como constituido de Man, Glc e Gal, exibindo atividade antioxidante e antibacteriana
(AYIMBILA; SIRIWONG; KEAWSOMPONG, 2021).

Ainda, em um estudo comparativo da produgdo de polissacarideos por L. edodes, L.
lepideus e L. tigrinus, foi verificada a presenca de fracbes com propriedades fisico-quimicas
similares, porém massas moleculares variadas, indo de baixa (< 10 kDa) a alta (> 200-2000
kDa), identificadas como glucanas, contendo quantidades menores de Ara, Gal, Xyl e Man
(PUCHKOVA; SHCHERBA,; BABITSKAYA, 2010).

1.8.4 Polissacarideos e acdo imunomoduladora

Devido a sua capacidade de modificar respostas biolégicas, uma das principais

atividades atribuidas aos polissacarideos é a modulagéo do sistema imune, que por sua vez pode
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desencadear uma série de outros efeitos. Diante disso, polissacarideos de diversas fontes
naturais tém sido utilizados como componentes principais ou coadjuvantes de imunoterapias
(GUGGENHEIM; WRIGHT; ZWICKEY, 2014).

As imunoterapias atuam principalmente na prevencdo ou tratamento da
imunodeficiéncia, caracterizada pela deterioragdo ou falha na ativacdo de componentes
celulares ou moleculares do sistema imunoldgico, assim diminuindo a susceptibilidade a
doencas infecciosas e desenvolvimento de canceres (carcinogénese). Essa questdo tem se
tornado um grande problema de salde publica em escala global, diretamente ligada a fatores
enddgenos e exdgenos, como: idade; estresse; ma nutricdo ou maus habitos alimentares; fumo;
exposicdo a radiacao; condi¢bes ambientais adversas; historico de infec¢des e vacinas; ou ainda
ao surgimento de patologias que afetam diretamente as células de defesa (CHINEN;
SHEARER, 2010; MORRIS-QUEVEDO et al., 2018).

Diante desse cenario, a busca por imunomoduladores de origem natural tem sido cada
vez mais relevante, o que € observado principalmente pelo aumento no nimero de produtos que
afirmam “aumentar a imunidade” ou “melhorar a resposta imune”. Em termos de comprovagao
cientifica, polissacarideos tém sido validados para diversas aplicacdes nesse sentido. De modo
geral, os polissacarideos de origem natural mais estudados por atividades imunomoduladoras
sdo as glucanas (MURPHY et al., 2020), mananas (ZHU et al., 2022), pectinas (MERHEB,;
ABDEL-MASSIH; KARAM, 2019), fucoidanas (PENG et al., 2019), galactanas
(KHONGTHONG et al., 2021), frutanas (YOUNG; LATOUSAKIS; JUGE, 2021) e
hialuronatos (CHUNG; LAU; CHAU, 2021).

Muitos desses polissacarideos interagem de forma direta ou indireta com o sistema
imunolégico, e apesar de alguns apresentarem importantes efeitos imunossupressores, a grande
maioria é de natureza imunoestimulante, incluindo os obtidos de fungos comestiveis (CHINEN;
SHEARER, 2010; MORRIS-QUEVEDO et al., 2018).

Polissacarideos agem estimulando o sistema imune principalmente pela ativacdo de
componentes da imunidade celular, como células dendriticas e macréfagos, além de efeitos
promotores da proliferacdo de linfocitos T (CD4" e CDg") e NK (natural killer), assim como de
esplendcitos do sistema linfatico. Entretanto, também podem interagir e regular a atividade de
moléculas que medeiam a imunidade humoral, como anticorpos e proteinas do sistema
complemento (SUN et al., 2013; XIE et al., 2016; KHAN et al., 2019; UDCHUMPISAI,
BANGYEEKHUN, 2020).
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A maioria dos polissacarideos de cogumelos ndo séo digeriveis por humanos, como as
B-glucanas, pois essas moléculas possuem ligacdes glicosidicas do tipo B, que nossas enzimas
digestivas sao incapazes de quebrar. Assim, quando ingeridos a partir da dieta, ou de qualquer
formulacdo administrada via oral, os polissacarideos passam com poucas alteracdes do
estdmago para o intestino delgado, onde teoriza-se que interagem com as placas de Peyer, um
“tecido linfoide associado ao intestino” ou GALT (do inglés Gut-associated Lymphoid Tissue),
que consiste em foliculos linfoides distribuidos ao longo do trato gastrintestinal. Visto que a
mucosa intestinal € uma barreira crucial para a defesa contra patdégenos e antigenos ingeridos,
as placas de Peyer concentram cerca de 70% de todas as células imunes do organismo humano
(YU etal., 1998; XIE et al., 2016; UDCHUMPISAI; BANGYEEKHUN, 2020) (Figura 4).

Figura 4 — Mecanismo de acéo proposto para os polissacarideos provenientes de cogumelos e
suas formulacdes ingeridos a partir da dieta.

Cogumelos ou <&
formulacoes

Placas de Peyer

Mucosa intestinal .
: . Sistema

digestivo

Fonte: Elaborado com ilustragdes de FineArtAmerica, Wikimedia Commons e NicePNG.com

Ao chegar ao intestino, os polissacarideos podem interagir com as células presentes nas
placas de Peyer, ativando os diferentes mecanismos do sistema imune, e 0S componentes
imunes produzidos podem entdo migrar para outros tecidos e atuar de forma sistémica, através
da circulacdo linfatica. Somando todas essas possibilidades de interacdo, a ativacdo dos
mecanismos da imunidade pelos polissacarideos pode resultar em uma maior chance de o
organismo ser capaz de eliminar patdégenos ou células tumorais (FERREIRA, 2014; XIE et al.,
2016).
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1.8.5 Interacdo de polissacarideos e macréfagos

O importante papel dos macréfagos no sistema imune € amplamente estabelecido na
ciéncia médica, sendo células que atuam na “linha de frente” da imunidade inata, liberando
mediadores imunoldgicos e exercendo a fagocitose e pinocitose de diversos materiais, além de
servir como células apresentadoras de antigenos (APCs) e colaborar com linfocitos para regular
respostas imunes adaptativas (ZHENG; WANG; LI, 2015; YIN; ZHANG, LI, 2019).

Nesse contexto, os polissacarideos derivados de cogumelos séo relatados como potentes
moduladores de macré6fagos. Ap6s o consumo ou administracdo oral, os polissacarideos no
intestino delgado sdo rapidamente capturados e fragmentados por macrdéfagos presentes nas
placas de Peyer, provocando vias de sinalizacdo ja bastante conhecidas, sendo atualmente
elucidadas ao nivel molécula-receptor (YIN; ZHANG, LI, 2019; UDCHUMPISALI,
BANGYEEKHUN, 2020).

Supde-se que polissacarideos ativam a acdo de macrofagos principalmente pelo
reconhecimento e ligacdo a receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) na superficie
celular, sugerindo que esses receptores podem ter sitios de ligacdo especificos para esses
polimeros. Tais receptores incluem: Toll-like 2 (TLR2); Toll-like 4 (TLR4); CD14; receptor
do complemento 3 (CR3); receptores scavenger (SR); receptores de manose (MR) e dectina-1,
sendo este altimo especifico para as pB-glucanas fangicas (ZHENG; WANG,; LI, 2015; YIN;
ZHANG, LI, 2019).

Uma vez reconhecidos pelos receptores na superficie dos macréfagos, o0s
polissacarideos podem entdo desencadear uma série de cascatas de sinalizagdo, levando
principalmente ao aumento da producdo de citocinas, como os fatores de necrose tumoral
(TNF), interleucinas (IL), interferons (IFN), quimiocinas, e a inducdo da sintese de espécies
reativas de oxigénio (EROs), principalmente o dxido nitrico, pela atividade de 0xido nitrico-
sintase (iNOS), alem de regular positivamente a atividade fagocitaria dos macrofagos e
estimular a proliferacdo dessas células (ZHENG; WANG; LI, 2015; YIN; ZHANG, LI, 2019;
UDCHUMPISAI; BANGYEEKHUN, 2020) (Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismos de resposta imune provocados por polissacarideos em macréfagos.

Citocinas/Quimiocinas

MCP-1 ., _» GM-CSF 2
TNFo - IL1,1B
IL-6,-8,10,12 ™ IFN-B,IFN-y %

EROs
Proliferacao celular

Fonte: Adaptado de SCHEPETKIN; QUINN, 2006.

2. JUSTIFICATIVA

Apesar do seu potencial, as biomoléculas produzidas por L. strigosus, incluindo
polissacarideos, ainda ndo foram totalmente caracterizadas, levando a uma necessidade de
estratégias apropriadas para preencher esta lacuna de conhecimento. Além disso, considerando
gue esta espécie é de ocorréncia na Amazonia, regido que representa a maior biodiversidade do
mundo, justificam-se os estudos que visam ampliar os conhecimentos sobre as aplicabilidades

das linhagens de cogumelos de ocorréncia local, abrindo o caminho para exploréa-las de modo
sustentavel.

Para tanto, a abordagem deste trabalho prop0s a extracdo e caracterizacdo de
polissacarideos produzidos pela linhagem regional Amazénica de L. strigosus, cultivada sob
fermentacdo submersa, e verificar o possivel efeito modulador dessas moléculas em

macrofagos, células que atuam na linha de frente do sistema imune.

O racional foi prover uma base tedrica de relevancia para a futura utilizacdo desses
polissacarideos como potenciais imunoestimulantes, em terapias baseadas em alimentos
funcionais ou nutracéuticos, produtos que tém observado um crescimento de mercado nos
ultimos anos. Assim, sera possivel também contribuir para a difusdo dessa linhagem nativa
como recurso alimenticio de beneficio a salde, e oferecer perspectivas para seu uso como

insumo nas industrias, agregando valor econdémico as cadeias de producéo locais.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Extrair polissacarideos da biomassa micelial da linhagem regional amazénica do
cogumelo comestivel Lentinus strigosus, e caracteriza-los quanto a estrutura e propriedades

fisico-quimicas, assim como efeitos imunomoduladores e adesivos em macrofagos.

3.2 Objetivos especificos
a) Cultivar o fungo comestivel Lentinus strigosus sob fermentacdo liquida e extrair
polissacarideos de sua biomassa micelial;

b) Purificar as fracGes polissacaridicas da biomassa de L. strigosus até a obtencao de fracdes
com o maior grau possivel de homogeneidade;

c) Caracterizar quimicamente a composi¢do dos polissacarideos de L. strigosus por meio de
dosagens colorimétricas e cromatogréficas;

d) Caracterizar parcialmente a estrutura dos polissacarideos de L. strigosus por meio de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, 3C e DEPT-135;

e) Determinar caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas das solucbes de polissacarideos de
L. strigosus por meio de espalhamento de luz dinamico (DLS).

f) Avaliar o efeito imunomodulador a partir da dosagem de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-a)
produzidas por macrofagos tratados com os polissacarideos;

g) Caracterizar a adesdo de microesferas cobertas com os polissacarideos de L. strigosus a
superficie de macrdfagos, por meio de interacdo mediada por pingas Opticas (OT).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local dos experimentos e material biol6gico

Para este estudo, foi utilizada uma linhagem do fungo comestivel Lentinus strigosus
(Schwein.) Fr. (Polyporaceae), isolada de um ambiente natural da Floresta Amazénica. A
linhagem foi obtida da Colecao de Culturas de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural,
pertencente a Coordenacdo de Tecnologia e Inovacdo (COTEI) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA) (n° de depdsito 1466), e foi mantida no Laboratério de Cultivo
de Fungos Comestiveis (LCFC) (COTEI/INPA) em placas de Petri contendo meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar), sendo regularmente repicada para manter sua viabilidade. Neste

mesmo laboratorio, foi realizado o cultivo submerso e producdo do micélio de L. strigosus.

A extracdo, purificagdo e parte da caracterizacdo estrutural dos polissacarideos foi
realizada em parceria com o Nucleo Paranaense de Pesquisa Cientifica e Educacional de Plantas
Medicinais (NUPPLAMED), da Universidade Federal do Parana (UFPR). Ja a caracterizacao
fisico-quimica e os ensaios bioldgicos em cultivos celulares foram feitos em parceria com o
Laboratorio de Pingas Opticas (LPO), pertencente ao Centro Nacional de Biologia Estrutural e
Bioimagem (CENABIO), e o Laboratorio de Biofisica de Fungos (LBF), pertencente ao
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).

4.2 Cultivo de L. strigosus sob fermentacédo submersa

A fermentacdo submersa foi realizada a partir do preparo do pré-indculo de L. strigosus
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio de cultura MNM (Melin-
Norkrans Modified) (MARX, 1969), com adaptacbes. O pH do processo fermentativo foi

ajustado para a faixa de 6,0, e a composi¢ao do meio seguiu o descrito na Tabela 4, a seguir:
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Tabela 4 — Composic¢ao do meio de cultura MNM modificado para cultivo de L. strigosus

Componente Férmula Concentracéo
Sacarose C12H2,011 20 g/lL
Extrato de Malte - 3g/L
Fosfato diaménico (NH4)2HPO,4 0,93 g/L
Fosfato monopotassico KH2PO4 0,50/L
Fosfato dipotassico K2HPO, 0,7 g/L
Cloreto de calcio (dihidratado) CaCl,-2H,0 0,05 g/L
Cloreto de sodio NaCl 0,025 g/L
Sulfato de magnésio (heptahidratado) MgSOs-7H,0 0,15g/L
Cloridrato de tiamina C12H17N4OS-HCI 100 pg/L
Solugdo de cloreto férrico FeCls 1% viv
Leite de castanha do Brasil - 0,1% viv

Placas de Petri contendo o micélio de L. strigosus repicado no meio sélido BDA foram
utilizadas para a obtengdo de discos de aproximadamente 5 mm de didmetro. Os frascos
contendo 100 mL de meio MNM foram inoculados com 7 discos de micélio de cada placa de
L. strigosus, e mantidos por 8 dias em shaker orbital a 30 £ 2 °C e 120 rpm. Ap6s o tempo de
cultivo, a biomassa micelial foi separada do meio de cultura por centrifugacéo (10 min a 5000

rpm, a temperatura ambiente) e lavada com &gua destilada estéril, resultando no pré-inéculo.

Em seguida, o pré-indculo foi transferido para frascos Erlenmeyer de 1000 mL, dessa
vez contendo 500 mL de meio, que foram mantidos nas condicdes anteriores. Apds o periodo
de fermentagdo, o material do frasco também foi separado por centrifugagéo (10 min, 5000 rpm,
temperatura ambiente), resultando na separacdo da biomassa micelial e do caldo fermentado

(pbs-cultivo).

4.3 Obtencao das fragdes polissacaridicas de L. strigosus

A biomassa micelial de L. strigosus, obtida durante a fermentacao submersa, foi lavada
e liofilizada, e em seguida submetida a extracao de polissacarideos, de acordo com o esquema
representado na Figura 6. A biomassa micelial foi dispersa em agua destilada e aquecida a cerca

de 80 °C sob constante agitacdo. A extracdo foi feita por repetidas vezes, até que ndo fosse
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verificada a presenca de carboidratos nos extratos, pelo método do fenol-sulfurico (DUBOIS et
al., 1956).

Os extratos obtidos foram reunidos, concentrados em rota-evaporador até o volume de
aproximadamente 200 mL, e precipitados pela adi¢cdo de etanol 96 °GL gelado, na proporgéo
de 1:4 (m/v), por 24 h sob refrigeracdo. Apos a precipitacéo, o material foi centrifugado a 4300
rpm por 10 mina 10 °C, para separacdo do etanol, sendo posteriormente congelado e liofilizado
(Figura 6).

O residuo da extracdo aquosa foi submetido a extracdo alcalina, em solucdo de
hidroxido de potassio (KOH 1 M) a cerca de 80 °C sob agitacéo, acrescida de 100 mg do agente
redutor borohidreto de sodio (NaBHa), por repetidas vezes até a reacdo negativa do extrato com
fenol-sulfdrico (DUBOIS et al., 1956). Os extratos foram reunidos e neutralizados até o pH 7,0
pela adicdo de &cido acético glacial e em seguida concentrados em rotaevaporador e
precipitados com etanol 96 °GL por 24 h em geladeira. Diferentemente da extracdo aquosa, 0S
extratos alcalinos passaram por uma dialise em membrana de celulose com limite de exclusédo
de 12-14 kDa, em sistema aberto contra dgua corrente por 72 h, para remocao dos sais formados
pela neutralizagdo. O material solido obtido em ambas as extracdes foi congelado e liofilizado,

obtendo-se assim, as fracBes polissacaridicas brutas (Figura 6).

Figura 6 — Esquema representativo do processo de obtencéo de polissacarideos de L. strigosus.
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Fonte: O autor.
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4.4 Purificacdo dos polissacarideos de L. strigosus

As fracbes polissacaridicas liofilizadas foram ressuspendidas em agua ultrapura (1:4
m/v) e submetidas a ciclos de gelo e degelo, de acordo com a metodologia descrita por Gorin e
lacomini (1984). Durante o congelamento, a cristalizacdo da fase aquosa comprime
significantemente o espaco ocupado pelas cadeias polissacaridicas, e proporciona que elas se
agrupem e formem estruturas ordenadas e compactadas, conhecidas como zonas
microcristalinas. No descongelamento lento a 4 °C, geralmente é possivel observar a formacéo
uma fracdo soltvel e uma insoluvel (ZHANG; ZHANG; WU, 2013; HU; XU, 2020).

O material soluvel ap6s o gelo/degelo de ambas as fracGes foi coletado por
centrifugacéo e dialisado em membrana com poros de excluséo de 1000 kDa, durante 72h em
sistema aberto contra agua corrente, e em seguida sistema fechado contra agua ultrapura,
também por 72h, coletando-se ao final o material retido na membrana. Assim, foram obtidas as
fracdes finais que foram congeladas e liofilizadas, e posteriormente utilizadas na caracterizacdo
e ensaios biolégicos, denominadas de LSW para a extragdo aquosa, e LSK para a extracdo

alcalina.

4.5 Analise quimica dos polissacarideos de L. strigosus

Apbs a purificacdo via gelo/degelo e dialise, as concentracBes de carboidratos totais,
proteinas totais e acidos urdnicos nas fraces polissacaridicas (LSW e LSK) de L. strigosus
foram determinadas a partir de dosagens colorimétricas. As fracdes foram solubilizadas em
agua ultrapura, na concentracdo de 1 mg/mL, e a partir dessas solucbes, foram utilizados
volumes correspondentes para cada ensaio, em microtubos de 1,5 mL. Ao final de todos os
ensaios, 200 L da mistura reacional foram transferidos para placas de fundo chato de 96 pogos
(Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica) para leitura em espectrofotémetro de multiplaca
(BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA), no comprimento de onda especifico para cada
metodologia, sendo os resultados expressos em percentagem relativa ao rendimento total da

fragéo.

4.5.1 Dosagem de carboidratos totais

A concentracdo de carboidratos totais foi determinada pelo método do fenol-acido

sulfarico (FOX; ROBYT, 1991), utilizando uma curva-padréo do agucar D-glucose.
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Aliquotas de 40 uL. das amostras (a 1 mg/mL) foram transferidas para microtubos de
1,5 mL, em triplicata. Em seguida, 40 puL de fenol a 5% (m/v) foram misturados as solu¢des
com o auxilio de pipeta e posteriormente homogeneizados cuidadosamente. Para a obtencéo do
branco de cada amostra, adicionou-se 40 pL de agua destilada ao invés de fenol. Por fim, 200
uL de acido sulfurico (H2SO4) concentrado foram adicionados, misturando-o da mesma forma.
Ap0s 0 aquecimento das amostras a 100 °C em estufa por 10 minutos, seguido de resfriamento

em banho de gelo, a absorbancia foi lida a A = 490 nm.

4.5.2 Dosagem de proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais nas amostras foi executada de acordo com o método
de Bradford (1976), e calculada a partir de uma curva-padrdo utilizando albumina sérica bovina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As leituras de absorbancia foram feitas em triplicata a
A =595 nm.

4.5.3 Dosagem de &cidos urdnicos

A determinacdo da quantidade de acidos urénicos presente nas fracGes foi realizada a
partir de uma adaptacdo do método do m-hidroxibifenil descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita
(1991). As amostras (100 uL) foram pipetadas em microtubos de 1,5 mL em triplicata. Em
seguida, foram adicionados 10 puL de sulfamato de potassio (4 M, pH 1,6) e os tubos foram

agitados em aparelho tipo vértex.

Posteriormente, foi feita a adigao de 600 pL de tetraborato de sodio (75 mM em H2SO4)
e novamente os tubos foram agitados. Ap6s aquecimento a 100 °C em estufa por 15 minutos,
seguido de resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 10 puL de m-hidroxibifenil (0,15

% m/v em NaOH aquoso a 0,5 % m/v), e os tubos novamente foram agitados em vortex.

Para realizacdo do branco da amostra, adicionou-se 10 puL de agua destilada ao invés
de m-hidroxibifenil. Apés 10 min de repouso, a absorbancia foi lida a A = 525 nm. A
concentracdo em porcentagem de acidos urénicos foi determinada com base em uma curva

padrdo de acido D-glucurénico.
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4.5.4 Determinacdo da composi¢ao monossacaridica neutra

A composicdo monossacaridica neutra das fracdes foi determinada via cromatografia
gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massas (MS), a partir da hidrélise (i), reducéo (ii) e
acetilacdo (iii) dos polissacarideos (Figura 7), sendo analisados na forma de derivados de
acetatos de alditdis e expressos em termos percentuais, relativos ao rendimento total de
carboidratos das fracdes (PETTOLINO et al., 2012).

Figura 7 — Esquematizacdo das etapas para analise da composi¢do monossacaridica dos
polissacarideos de L. strigosus.
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Fonte: O autor.

Inicialmente, foi realizada a hidrolise acida total das fracGes de polissacarideos, em
aliquotas de 100 uL da amostra na concentragéo de 1 mg/mL, com a adig&o de 100 pL de acido
trifluoracético (TFA, 2 M), sendo mantidas por 2 h 30 min, a 100 °C em estufa, obtendo-se 0s

monossacarideos constituintes (Figura 7, passo i).

A redugdo dos monossacarideos foi realizada com a adigdo de 50 pL de boroidreto de
sodio em meio basico (NaBH4 0,5 M em NH4OH 2 M), durante 2 h 30 min em temperatura
ambiente (25 °C), obtendo-se os alditdis correspondentes a cada monossacarideo (Figura 7,
passo ii). Apos o periodo de reducéo, o excesso do agente redutor foi removido (e 0 meio basico

neutralizado) com 20 pL de acido acético concentrado, seguido de secagem em fluxo de
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nitrogénio comercial. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com 250 pL de 4cido acético

(5% v/v) em metanol, e mais duas lavagens com 250 ulL de metanol absoluto.

A acetilacdo dos alditdis foi realizada a partir da adigao de 250 pL de anidrido acético,
sendo mantida por 2 h 30 min em estufa a 100 °C obtendo-se os acetatos de alditéis (Figura 7,
passo iii). Apds este periodo, 0 excesso de anidrido acetico foi removido pela adigdo de 1 mL
de agua destilada, seguida de agitacdo vigorosa e repouso de 10 min. Foi adicionado 1 mL de
cloroférmio as amostras, resultando na separacdo da solugdo em duas fases: uma fase
cloroférmica (fase inferior - mais densa), onde os acetatos de alditdis formados estavam
solubilizados; e uma aquosa (fase superior), contendo residuos e sais. A fase do cloroférmio foi

lavada duas vezes com 1 mL de agua destilada e evaporada em fluxo de nitrogénio comercial.

Os acetatos de alditois obtidos foram analisados em equipamento de cromatografia a
gas (GC-2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo) acoplado a espectrdmetro de massas (GCMS-QP2010,
Shimadzu, Kyoto, Japdo). A coluna utilizada foi SH-Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm) (Shimadzu,
Japdo), mantida sob aquecimento a 50 °C durante a injecdo, e entdo programada a temperatura
inicial de 50 °C, com elevagdo até 150 °C de 20 em 20 °C, elevacdo até 200 °Cde5em5°Ce
mantido por 3 min, elevacdo até 250 °C de 20 em 20 °C mantido por 3,5 min, totalizando 25

min por corrida. A injecao foi feita no modo splitless, injetando-se 0,2 pL de amostra.

Os monossacarideos foram identificados por comparagdo com os tempos de retencdo e
perfil de massas dos acetatos de alditdis padrbes de D-ramnose (Rha), L-fucose (Fuc), D-
arabinose (Ara), D-xilose (Xyl), D-galactose (Gal), 3-O-Metil-D-galactose (3-O-Me-Gal), D-
manose (Man) e D-glucose (Glc). As porcentagens molares (% mol) de cada monossacarideo
foram calculadas de acordo com a area de cada pico de acetato de alditol, relativo a soma das

areas totais.

4.6 Analise estrutural e fisico-quimica dos polissacarideos de L. strigosus

4.6.1 Espectroscopia de RMN (**C, 'H e DEPT-135)

As fragdes polissacaridicas LSW e LSK foram analisadas por espectroscopia de
ressonancia magnética de proton (*H), de carbono (**C) e DEPT-135. Os espectros foram
obtidos em equipamento BRUKER 400 MHz, modelo DRX Avance (Bruker, Karlsruhe,
Alemanha) na temperatura de 50 °C. As fra¢Ges (20 mg) foram solubilizadas em dimetil-

sulfoxido deuterado (DMSO-dg). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm,
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sendo inicialmente calibrados com TMS em DMSO-ds (8 39.53 no *C e 2.574 no 'H). Os
espectros foram analisados com o auxilio do software TOPSPIN® (Bruker, Alemanha).

4.6.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS): Diametro efetivo e potencial zeta

O diametro efetivo e o potencial zeta ({) dos polissacarideos de L. strigosus foram
determinados a partir da solubilizacdo de 1 mg/mL das amostras em agua ultrapura. As amostras
passaram ainda por um filtro de seringa de 0,8 um, imediatamente antes da leitura para eliminar
sujeiras, e outras fontes exdgenas de luz refratada ou espalhada. Para as leituras de didmetro
das moléculas, utilizou-se uma cubeta de quartzo, e para o potencial zeta, uma cubeta de quartzo
com mobilidade eletroforética. As leituras foram realizadas a 25 °C e angulo de espalhamento
fixo de 90°, em um equipamento de DLS NanoBrook Omniparticle Sizer (Brookhaven
Instruments, Holtsville, Nova York, EUA). A média dos valores foi obtida a partir de dez
diferentes repeticdes (ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2021).

4.6.3 Espalhamento dindmico de luz (DLS): Propriedades reoldgicas

As propriedades reoldgicas dos polissacarideos LSW e LSK de L. strigosus foi
caracterizado a partir da analise do comportamento de microesferas de poliestireno com
diametro de 1 um dispersas nas solugdes (1 mg/mL). Em um analisador de DLS NanoBrook
Omniparticle, foi medido o espalhamento de luz pelas microesferas, e com os valores obtidos
estimou-se a viscosidade complexa (n*), médulo eléstico (de armazenamento) (G’) e mddulo
viscoso (de perda) (G”) das solucdes de polissacarideos. As medidas foram feitas na faixa de
frequéncia angular (o) entre 10 e 10° rad/s, inicialmente na temperatura de 25 °C, sendo em
seguida aquecidas a 85 °C, e retornadas a 25 °C para verificar a influéncia da temperatura nas
propriedades mencionadas (histerese) (ARAUJO et al., 2019).

4.7 Atividade imunomoduladora dos polissacarideos de L. strigosus

4.7.1 Cultura de células

Para os experimentos a seguir, foram utilizadas duas linhagens de macréfagos murinos
(RAW 264.7 e J774.1), provenientes da ATCC (American Type Culture Collection). As células
foram cultivadas em placas especificas para cultura (60 x 15 mm), contendo meio DMEM

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), suplementado com L-glutamina e 10% de soro fetal
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bovino (SFB) (Gemini Bioproducts, Woodland, California, EUA). As culturas foram mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO», até o plaqueamento para realiza¢éo de cada
experimento (ARAUJO et al., 2017).

4.7.2 Tratamento dos macréfagos com os polissacarideos

De modo a caracterizar a atividade imunomoduladora dos polissacarideos de L.
strigosus sobre os macrofagos, as amostras foram diluidas a 1 mg/mL no proprio meio de
cultura (DMEM), sem adicdo de SFB, esterilizadas por filtragem em poros de 0,22 um e
adicionadas as culturas celulares de RAW-264.7 e J774.1, que foram pré-cultivadas a 1x10°
células/poco em placas de 96 pocos contendo meio DMEM e 10% de SFB. As placas
permaneceram por 24 h em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, (ARAUJO et al., 2017).

4.7.3 Dosagem de citocinas

Apo6s o periodo de incubacdo com os polissacarideos de L. strigosus (24 h), o
sobrenadante das culturas celulares foi coletado e utilizado na quantificacdo de citocinas
secretadas pelas células, com o auxilio de kits de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), para deteccdo de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e do fator de necrose
tumoral a (TNF-a) (PeproTech, Cranbury, Nova Jersey, EUA). O lipopolissacarideo (LPS)
(500 ng/mL, Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo, e as células sem nenhum

tratamento (apenas meio DMEM), como controle negativo (ARAUJO et al., 2017).

4.7.4 Preparo de microesferas cobertas com polissacarideos de L. strigosus

Nas solucgdes contendo 1,0 mg/mL dos polissacarideos em meio de cultura DMEM, foi
adicionada uma suspensdo contendo microesferas de poliestireno, de 3 £ 0,15 um de didmetro
(Polysciences, Warrington, Pensilvania, EUA), mantendo-se a mistura overnight a 4 °C,
permitindo que o polissacarideo venha a aderir eletrostaticamente a superficie das microesferas.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas para remocdo do sobrenadante contendo
particulas de polissacarideo ndo-aderido ou em excesso, e ressuspendidas novamente no meio
DMEM para aplicagdo nas células, imediatamente antes da manipulagdo no microscopio de
pincas opticas (ARAUJO et al., 2017).
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4.7.5 Setup de microscopia de pingas épticas

O sistema utilizado nas analises a seguir consistiu em um microscopio invertido Nikon
TE300 (Nikon, Melville, Nova York, EUA), acoplado a uma camera CCD C2400 (Hamamatsu
Photonics, Shizuoka, Japao) para captura de imagens, e equipado com um sistema de motor de
passos (Prior Scientific, Rockland, Maryland, USA), capaz de deslocar a amostra nas direcdes
X e y sob velocidade controlada, além de cdmara de controle de COz e temperatura, permitindo
a realizacdo das medidas com células vivas e em tempo real, em condi¢6es controladas (37 °C
e 5% de CO) (SOARES et al., 2020; POMPEU et al., 2021).

O sistema de pingas Opticas utilizado consistiu em um laser infravermelho Nd-YAG
(IPG Photonics, Nova York, EUA), de A = 1064 nm operando a uma poténcia em torno de 1 W,
acoplado ao microscopio Nikon TE300. Uma lente objetiva foi utilizada para focalizar o laser
e criar uma armadilha Optica que permitiu capturar e manipular micro objetos ao redor dos
macrofagos, com a observacao de todo o processo em um sistema de video. Antes de qualquer

medida, o sistema foi calibrado de acordo com o protocolo descrito em POMPEU et al. (2021).
4.7.6 Adesédo dos polissacarideos de L. strigosus a macréfagos em cultura

Os macréfagos J774.1 foram plaqueados antes do experimento, em placas contendo
fundo de laminula de vidro, previamente tratadas com poli-L-lisina (solu¢do aquosa a 0,01%
v/v). As células foram mantidas por 24 horas em estufa para permitir a adesdo a placa. Em
seguida, as microesferas de poliestireno recobertas com os polissacarideos de L. strigosus foram
acrescentadas a placa, que foi entdo posicionada no microscopio de pingas Opticas para
realizacdo do experimento (SOARES et al., 2020).

O experimento de adesdo foi realizado a partir da metodologia descrita em
GUIMARAES et al. (2019). A partir da captura de uma das microesferas dispersas no meio
com a pinga optica, esta foi opticamente manipulada pelo laser, sendo aproximada a superficie
de um macrofago aderido a laminula, e entdo pressionada por um determinado tempo sobre a
sua superficie. Em seguida, o estagio do microscopio foi deslocado na tentativa de destacar a
esfera da superficie celular. Diferentes intervalos de tempo de contato das células com as
microesferas foram avaliados (10, 30, 60 e 120 s), de modo a caracterizar 0 tempo necessario

para a adesdo da microesfera a superficie celular, montando-se uma curva cinética de tempo.

A adesdo relativa foi obtida pela razdo entre o nimero de eventos de adesao positivos

(N) e o nimero total de tentativas (No), sendo determinada em experimentos independentes para
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cada ponto de tempo e condicdo experimental. O tempo caracteristico (t) foi definido como o
tempo requerido para ~63% das interacfes serem positivas em todas as tentativas, e foi
determinado para todas as condi¢des experimentais e tempos de contatos a partir do ajuste das

curvas cinéticas de acordo com a equacao:

1= etlr, (1)

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir dos experimentos de dosagens quimicas, diametro efetivo,
potencial zeta, dosagem de citocinas foram analisados estatisticamente com o auxilio do
software PRISM® v. 9.0 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Os dados do
experimento de adesdo celular foram obtidos com auxilio de KaleidaGraph® v. 4.5.3 (Synergy
Software, Reading, Pensilvania, EUA).

Os resultados estdo apresentadoscomo valores de média e desvio padrdo. Diferencas
estatisticas entre as amostras foram analisadas pelos testes t de Student (comparacgéo entre duas
amostras independentes) ou ANOVA seguido dos pos-testes de Tukey (comparagdo entre
tratamentos distintos) ou Dunnett (comparagdo com um controle). Para todas as analises
estatisticas p < 0,05 foi o valor critico para determinar diferencas significativas. Maiores

informacdes estdo presentes nas legendas de cada figura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacgado dos polissacarideos de L. strigosus

5.1.1 Andlises colorimétricas e composi¢cdo monossacaridica

A partir do cultivo liquido e obtencdo da biomassa micelial de L. strigosus, foram
obtidas as fragdes de polissacarideos correspondentes a extracdo aquosa (LSW) e a alcalina
(LSK). As duas fracdes, objetos deste estudo, foram analisadas quanto ao teor de carboidratos

totais, proteinas totais e acidos urénicos, sendo os resultados apresentados abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 — Rendimento e dosagens colorimétricas das fracBes polissacaridicas de L. strigosus.

Fracdes
LSW (aquosa) LSK (alcalina)
Rendimento (%) * 0,5 0,85
Carboidratos totais (%) 60 70
Proteinas totais (%) 1 n.d.
Acidos urdnicos (%) n.d. n.d.

. L - - d li id ~
* Percentagem relativa & biomassa micelial; 22 s dopolisacarideo (8) 4y 1y 4 - NFo detectado.

peso seco da biomassa (g)

Como observado, as andlises demonstraram a presenca de alta quantidade de
carboidratos em ambas as fracdes, e de proteinas em baixa concentracéo para a fracdo LSW e
ndo detectadas na fracdo LSK, apds as etapas de purificacdo dos polissacarideos. As fracoes
também néo apresentaram conteudo quantificavel de acidos urénicos, e divergiram quanto ao
contetido de carboidratos totais, inferindo que diferentes processos de extracdo, Como aquoso e
alcalino, podem gerar proporcdes diferentes do contetdo de carboidratos.

A extracdo aquosa a quente ocupa o posto de técnica extrativa mais utilizada, sendo a
extracdo alcalina utilizada sucessivamente a extracdo aquosa para maximizar a extracdo dos
polissacarideos (LEONG; YANG; CHANG, 2021).

Quando analisadas quanto a sua composic¢do (neutra) de monossacarideos, sob a forma
de acetatos de alditdis, as fracdes LSW e LSK apresentaram-se constituidas principalmente de
Glc, seguidas de percentuais semelhantes de Gal e Man, e quantidades diferentes de Ara. O

monossacarideo Xyl foi encontrado apenas na fragdo alcalina (Tabela 6).
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Tabela 6 — Composicdo dos monossacarideos neutros constituintes dos polissacarideos de
L. strigosus.

Monossacarideos neutros (% mol) *

Fracdes polissacaridicas

Ara Xyl Man Gal Glc
LSW (aquosa) 1 - 3 4 92
LSK (alcalina) 2 2 3 4 89

* % mol = Porcentagem molar relativa, calculada a partir da area dos picos de cada monossacarideo
determinados pela anélise de GC-MS na forma de acetatos de alditois.

Os resultados mostram, portanto, que ambas as fragdes apresentam como
monossacarideo majoritario a Glc, sugerindo que estas possuam cadeias compostas
majoritariamente de glucanas, o que condiz com a maioria dos resultados reportados na
literatura para polissacarideos fungicos. Neste ponto, sugere-se a realizacdo de anélise de
homogeneidade, a fim de verificar a presen¢a de um ou mais conjuntos de fragfes presentes nas

amostras, com proporcdes diferenciadas de monossacarideos.
5.1.2 Anédlise estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As fracOes polissacaridicas LSW e LSK também foram analisadas por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, *C e DEPT-135. Espectros de *H-RMN s&o
geralmente utilizados na determinacdo da configuracdo das ligacbes glicosidicas em um
polissacarideo (ZHOU et al.,, 2016). Os protons das regides anoméricas (H-1) dos
monossacarideos constituintes sdo observados na regido compreendida entre 4.5 e 5.5 ppm
(AYIMBILA; SIRIWONG; KEAWSOMPONG, 2021), sendo os protons oa-piranosidicos
determinados acima de 5.0 ppm, e 0s B-piranosidicos abaixo deste valor (AGRAWAL, 1992).

A Figura 8A, relativa ao espectro de *H-RMN da fragdo LSW, mostra cinco sinais mais
intensos na regido de prétons anoméricos (6 5.49, 5.35, 5.07, 5.49 e 4.78), 0 que pode sugerir
que esta fracdo seja composta por quatro tipos de ligacdes de unidades monossacaridicas do
tipo a, e que o sinal em 6 4.78 esteja na configuracdo glicosidica B- (ZHONG et al., 2021).
Outros sinais de prétons ocorreram entre 6 3.3 e 6 4.4 ppm, sendo atribuidos aos H2-H6 das

unidades monossacaridicas (TIAN et al., 2016).

Ja o espectro de > C-RMN de LSW apresentou trés sinais na regido anomérica (C-1): &
102.4, 5 100.4 e 6 98.1 ppm (Figura 8B). N&o foram detectados sinais na regido de 6 170-180

ppm, o que confirma a auséncia de acidos urdnicos nas fragdes. De acordo com a literatura, 0s
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sinais em 6 100.4 e 6 102.4 ppm podem ser atribuidos ao C-1 de unidades de B-D-Glcp (WANG
etal., 2014; SMIDERLE et al., 2008a), enquanto o sinal em & 98.1 pode ser atribuido a unidades
de o-D-Galp (SMIDERLE et al., 2013).

Figura 8 — Espectros de 'H-RMN (A), *C-RMN (B) e DEPT-135 (inserto) da fracio
polissacaridica LSW (aquosa) de L. strigosus, obtidos a 50 °C em DMSO-d.
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Relatos da literatura apontam sinais relativos a unidades de —6)-p-D-Glcp-(1— como
5 102.4 (C-1), 8 73.2 (C-2), §75.6 (C-3), 5 69.6 (C-4), 5 75.6 (C-5) e 5 60.8 (C-6) (SEN et al.,
2013; Bl et al., 2009). Ainda, os sinais encontrados em 6 100.4 e 79.8 ppm sdo correlacionados,
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respectivamente a ocorréncia de C-1 e C-4 substituido de unidades —4)-a-D-Glcp-(1—,
presentes em polissacarideos de reserva como o glicogénio comumente encontrados em
cogumelos (LIU et al., 2021; SOVRANI et al., 2017). As unidades de —6)-a-D-Galp-(1—
foram assinaladas de acordo com a literatura como 6 98.1 (C-1), 6 79.8 (C-2), 6 68.7 (C-4), 6
69.6 (C-5) e & 67.0 (C-6 ligado) (SMIDERLE et al., 2008b; SEN et al., 2013; TIAN et al.,
2016; SOVRANI et al., 2017).

Os sinais adicionais em 6 69.6 ¢ 6 67.3, correspondem ao -CH> das unidades
monossacaridicas, conforme confirmado pela inversdo do sinal no experimento de **C-RMN-
DEPT (inserto da Figura 8B). Neste experimento, outros dois sinais (6 61.6 e & 61.0)
apresentaram inversdo, o que indica -CH> de outras unidades monossacaridicas livres, de
hexoses (SEN et al., 2013; CARBONERO et al., 2008; SMIDERLE et al., 2008a).

Estes dados sugerem a presenca majoritaria de uma glucana nesta fracdo, apresentando
unidades em configuragdo a e . Extragdes aquosas a quente sdo comumente utilizadas para
obtencéo de fragdes polissacaridicas de basidiomicetos, que geralmente se apresentam como [3-
glucanas com liga¢des (1—3) e (1—6), as mais estudadas, embora algumas glucanas também
ja tenham sido descritas com anomericidade a- (ZHANG; ZHANG; CHENG, 1999).

Para fungos do género Lentinus, sdo relatadas diversas estruturas para 0S
polissacarideos obtidos a partir dessa modalidade extrativa, incluindo fracdes com alto
contetdo de Xyl, Man e Gal, que também foram unidades monossacaridicas detectadas por GC-
MS neste estudo, mesmo que em menor propor¢do (SEN et al., 2013; REN et al., 2018; ZHU
et al., 2018). Alguns exemplos citados para este género descrevem cadeias que consistem em
unidades principais de (1—6)-a-D-Galp, com ramifica¢des em O-2 de 3-Manp, e em O-4 de -
D-Glcp, ou também fragcOes cuja estrutura é composta por unidades Glcp ligadas por ligacoes
(1-6), (1—4) e (1—3), unidades de a-D-Galp (1—6)-ligados, e unidades de a-D-Manp
(1-3,6)- e (1—>2,4)-ligados (JEFF et al., 2013; SEN et al., 2013).

A Figura 9 apresenta os espectros de RMN obtidos a partir da fracdo LSK. Condi¢bes
de extracdo em meio aquoso utilizando bases fortes e temperaturas elevadas levam a ruptura da
estrutura da parede celular e liberacdo de diferentes polissacarideos. Relatos da literatura
descrevem algumas fragdes obtidas nessas condic¢des, mengdes a (1—3)-glucanas, com ou sem
ramificacbes em 1—6, assim como observado no presente trabalho (ZHANG; ZHANG;
CHENG, 1999).
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Figura 9 — Espectros de 'H-RMN (A), *C-RMN (B) e DEPT-135 (inserto) da fracio
polissacaridica LSK (alcalina) de L. strigosus, obtidos a 50 °C em DMSO-de.
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De acordo com os valores referéncia observados na literatura, os sinais dos picos
compreendidos entre & 5.5 e 4.5 (*H) e de & 95 a § 105 (*3C) sdo caracteristicos da regio
anomérica (C-1) de polissacarideos (LIU et al., 2021). Na regido anomérica do espectro de *H-
RMN da fracdo LSK pode-se anotar oito sinais: 6 5.22, 5.18, 5.13, 4.93, 4.78, 4.70, 4.65 ¢ 4.52
ppm (Figura 9A).

Os trés primeiros sinais, assinalados de acordo com a literatura, indicam prétons com
anomericidade a, e 0s demais séo sinais de anémeros B. Os sinais compreendidos entre & 3.00
e & 4.50 indicam prétons de H-2 a H-6. Ja no espectro de 13C, a fracdo LSK apresentou sinais
na regido anomérica correspondentes a unidades de —3)-B-D-Glcp-(1— em & 103.0, e a
unidades de —3,6)-p-D-Glcp-(1— em 6 103.1 (Figura 9B) (YOSHIOKA et al., 1985; ZHANG,;
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ZHANG; CHEN, 1999; CARBONERO et al., 2006; CARBONERO et al., 2012; AYIMBILA,
SIRIWONG; KEAWSOMPONG, 2021).

O assinalamento proposto para o C-1 da fracdo LSK, correspondente aos terminais
ndo redutores B-D-Glcp-(1—, foi de 6 103.0, inferindo que este sinal esteja sobreposto ao
proprio & 103.0 referente a —3)-p-D-Glcp-(1— (Figura 9B). Os assinalamentos sugeridos para
C-3 substituido e C-6 livre de unidades —3)-p-D-Glcp-(1— podem ser observados em & 86.3
e 6 61.0 ppm (JEFF et al., 2013; PESSOA, 2016; LIU et al., 2021). O sinal 6 61.0 ppm,
correspondente a CH: livre na posi¢do C-6 de —3)-p-D-Glcp-(1—, é observado pela inversdo
do mesmo no experimento de DEPT-135, o que confirma a auséncia da ligacao 1—6 (Figura
9B - inserto).

J& para C2-C6 de unidades de —3,6)-B-D-Glcp-(1—, foram sugeridos os
deslocamentos 6 72.6, 6 86.1, & 68.7, & 74.7 e & 68.4 ppm. Especificamente, o sinal em 6 86.1
apresenta o deslocamento de maior ppm entre estes, uma vez que nesta unidade, C-3 encontra-
se substituido (ligado) (YOSHIOKA et al., 1985; ZHANG; ZHANG,; CHENG, 1999;
GRACHER, 2005, CARBONERO et al., 2006; CARBONERO et al., 2012; SILVEIRA et al.,
2014; PESSOA, 2016; ZHONG et al., 2021).

Embora a fragdo LSK se constitua de Gal, Man, Ara e Xyl, além dos 89% de Glc, estas
unidades ndo foram assinaladas, possivelmente por se encontrarem em sobreposicao de sinais.
Além disso, baixas concentracGes desses monossacarideos sao outro fator pelo qual seus
deslocamentos ndo pudessem ser anotados e por essa razdo, analises de ligacdo através de
ensaios de metilacdo podem auxiliar a elucidar completamente a sequéncia das ligacGes entre

as unidades.
5.1.3 Diametro efetivo por espalhamento dinamico de luz (DLS)

O espalhamento dinamico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering) mede a intensidade
da luz espalhada por particulas em solugdo ou suspensdo, sendo uma técnica utilizada para
caracterizar o tamanho de varios tipos de particulas, incluindo proteinas, carboidratos, micelas
e nanoparticulas. Como particulas em suspensdo descrevem um movimento Browniano
(movimento aleatorio de particulas suspensas em um fluido), o feixe de laser que incide sobre
elas é espalhado quando se choca com a particula em movimento (CORDERO et al., 2013;
YEAP et al., 2018).



57

Através da equacdo de Stokes-Einstein (definida abaixo), as variagdes na intensidade da
luz espalhada séo correlacionadas a um coeficiente de difusdo, que permite determinar o
tamanho relativo da particula, sendo que quanto maior for o seu tamanho, mais lenta sera sua
difusdo (CORDERO et al., 2013; YEAP et al., 2018):

_ kgT
3anDy

)

h

Onde:

Dn é o didmetro hidrodindmico (tamanho da particula);
D: é o coeficiente de difusdo translacional;

kg € a constante de Boltzmann;

T é a temperatura do meio;

n € aviscosidade do meio.

Os polissacarideos extraidos da biomassa micelial de L. strigosus foram avaliados quanto
ao seu tamanho, em termos de seu diametro efetivo (hm), por DLS, na concentragdo de 1 mg/mL
em 4gua. Na Figura 10A, estdo representados graficamente os valores médios do didametro das
particulas presentes nas duas fracdes polissacaridicas, LSW e LSK. Na Figura 10B, esta
representada a distribui¢do de tamanho das diferentes particulas de polissacarideo detectadas na
amostra, em razdo da intensidade da luz espalhada por elas.

Figura 10 — Diametro efetivo (nm) das particulas de polissacarideos de L. strigosus em

solucdo. (A) Valores médios do tamanho das particulas. (B) Distribuicdo dos valores de
didmetro em relacdo a intensidade da luz espalhada (0-100%).
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LSW: Fragdo aquosa (verde). LSK: Fracdo alcalina (cor-de-rosa). Asteriscos: diferengas significativas entre as
amostras pelo teste t de Student (*: p <0,05). Valores médios obtidos a partir de dez repeticdes de medidas (n = 10).
Barras de erro: desvio padrdo (SD).
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As medidas mostram que os polissacarideos contidos em ambas as fra¢fes, ao serem
solubilizados em &agua, formam particulas de grande tamanho (considerando a escala
nanométrica), e de diametros estatisticamente distintos (p = 0,0266). A média do diametro das
particulas de polissacarideos contidos na fragdo LSW (verde nos gréaficos) resultou em 609,4 +
112,1 nm, enquanto na fracdo LSK (cor-de-rosa), o resultado foi de 301,2 £ 19,1 nm (Figura
10A).

Ademais, ainda podem ser observados alguns grupos de particulas com tamanhos
diferentes, distribuidas ao longo do eixo x da Figura 10B. Observa-se na fracdo LSW uma
dispersdo de particulas com dimensGes entre 250 e 600 nm, sendo detectadas com maior
intensidade as populagdes em torno de 400 e 600 nm. Enquanto na fragcdo LSK, apesar da menor
intensidade com que os polissacarideos foram detectados, é possivel observar uma ampla

distribuicdo de tamanhos até 350 nm (Figura 10B).

Além do tamanho das particulas, outro pardmetro importante a ser analisado € o indice
de polidispersdo (IPD), que descreve a distribuicdo das particulas com tamanhos diferentes na
amostra. Quanto maior o nimero de populacGes com diferentes tamanhos, maior é o IPD. O valor
de IPD varia de 0 a 1, onde as amostras com IPD abaixo de 0,1 implicam em particulas
monodispersas (de maior homogeneidade), enquanto valores acima disso representam
distribuicGes polidispersas, sendo os valores a partir de 0,7 representativos de amostras com
ampla distribuicdo de tamanhos de particulas. O IPD é obtido a partir da divisao da raiz quadrada
do desvio padréo pela média do didametro das particulas (MUDALIGE et al., 2019; RAVAL,
2019).

Dessa forma, a fracdo LSW apresentou IPD de 0,03, enquanto a fracdo alcalina LSK um
indice de 0,02, demonstrando que ambas as amostras sdo monodispersas, ou seja, possuem certa
homogeneidade no tamanho das particulas dispersas em solucdo, sendo a fracdo LSK a de
distribuicdo mais homogénea. O tamanho de particula e sua polidispersdo sdo sugeridos como
indicadores da estabilidade, uniformidade e do grau de atividade biologica, visto que as células
respondem de forma distinta ao reconhecimento de moléculas com dimensbes e formatos
diferentes. Apesar de isoladamente ndo fornecerem informagdes suficientes sobre a estrutura e
conformacdo de um polissacarideo, esses dados sdo cruciais no conjunto de informacdes que

levam a caracterizacdo completa dessas moleculas (DEVI et al., 2013; JIA et al., 2021).

De modo geral, os polissacarideos apresentam diametros efetivos bastante variados, visto

que em solucdo tendem a se auto agregar de diferentes formas, assumindo a morfologia de
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fibrilas, fibras, hélices, esferas, entre outros, com tamanhos que variam de acordo com sua
conformacdo. Além de modificar o didmetro do polissacarideo, a conformacéo tridimensional ou
agregacdo pode também impactar sua atividade biolégica. Por exemplo, o lentinano
(polissacarideo extraido de L. edodes) com conformacdo tripla-hélice apresenta alta atividade
antitumoral, enquanto a cadeia Unica (linear) deste polissacarideo mostra pouca atividade
(ZHANG et al., 2011).

Em estudos sobre polissacarideos extraidos de cogumelos, o tamanho das particulas é
bastante diversificado. E possivel verificar exemplos de heteroglucanas com didmetro efetivo
desde 42 nm (IPD = 0,206), isoladas do corpo de frutificagdo do cogumelo Grifola frondosa (LI
et al., 2017), passando por 53,7 nm (IPD = 0,332) quando isoladas do basidioma de Pleurotus
ostreatus (ZHANG et al., 2020). Ja da biomassa micelial desta ultima espécie, foi isolada uma
heteroglucana de 105,2 nm e IPD de 0,231, a qual exibiu ativacdo de macréfagos murinos e
atividade antitumoral (DEVI et al., 2013). A partir da espécie Lignosus rhinocerotis, foi isolada
uma B-D-glucana formadora de agregados esféricos com didmetro efetivo entre 100 e 120 nm, 0s
quais reduziram de tamanho para cerca de 90 nm apds serem dissociados por tratamento com
ultrasonicacdo (HU et al., 2021).

5.1.4 Potencial zeta

Quando uma particula € dispersa em uma solucdo, uma camada de solvente/dispersante
se adsorve em sua superficie. Assim, o potencial zeta ({), também conhecido como potencial
eletrocinético, € uma medida de carga elétrica, ou seja, da diferenca de potencial (em milivolts,
mV) entre a superficie de particulas se movendo sob um campo elétrico, e as camadas de
solvente/dispersante adsorvidas ao seu redor, o que também pode ser descrito como a carga
elétrica da interface entre a particula e o fluido (BHATTACHARJEE, 2016). Utilizado
largamente na caracterizacdo de nanoparticulas e outros sistemas coloides, ( é derivado da

equacéo:

(= (3)

Onde:

D é a constante dielétrica do meio;
n € aviscosidade do meio;
M é a mobilidade eletroforética da particula no meio.
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As fragdes polissacaridicas extraidas da biomassa micelial de L. strigosus foram avaliadas
quanto ao seu potencial zeta por DLS, a partir da medida da mobilidade eletroforética das
particulas, na concentracdo de 1 mg/mL em agua ultrapura. Observaram-se valores medios muito
préximos entre as duas amostras, sendo obtido o valor de -6,58 + 12,71 mV para a fracdo LSW
e -5,43 = 10,93 mV para a fracdo LSK, valores estes que ndo diferiram estatisticamente (p =
0,8307 > 0,05). Ainda assim, é possivel afirmar que ambas as fracdes polissacaridicas mostraram
densidades elétricas superficiais proximas da neutralidade, porém levemente negativas (Figura
11).

Figura 11 — Potencial zeta (mV) das particulas de polissacarideos de L. strigosus em solugéo.
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Como a medida do ¢ indica o potencial de superficie das particulas, medindo forcas
eletrostaticas repulsivas e atrativas, isso pode ser influenciado por varios fatores que alteram a
interface com o meio dispersante, como a dissociacdo de grupos funcionais da superficie da
molécula, ou adsor¢do de espécies ibnicas que estdo presentes no meio aquoso (SCHAFFAZICK
et al., 2003; MIRHOSSEINI et al., 2008).

Portanto, alguns fatores que podem ser levados em consideragéo neste experimento, para
uma caracterizagdo mais aprofundada do { sdo o pH, forca idnica e a propria concentracdo da
amostra, fatores estes que se mostram especialmente interessantes no estudo de polissacarideos
(CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011).

Geralmente, as macromoléculas de ocorréncia natural (proteinas, polissacarideos,
lipideos etc.) exibem carga superficial negativa. No caso de polissacarideos, a presencga dessas

cargas geralmente esta associada a presenca de residuos de monossacarideos ionizaveis, como
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0s &cidos urénicos, ou também & presenca de grandes quantidades de hidroxilas e carboxilas,
onde todos contribuem para um ¢ negativo (PATHAK et al., 2015; BHATTACHARJEE, 2016).

Como nas fracdes polissacaridicas de L. strigosus nédo foi detectada a presenca dos acidos
urdnicos, ou de outros monossacarideos acidos, o que levaria o seu { a um patamar mais negativo
e afastado do ponto de carga zero, o { levemente negativo verificado pode estar relacionado a

fatores como os grupos hidroxila que sdo observados em actcares como Glc, Gal, Man e Ara.

5.1.5 Propriedades reoldgicas dos polissacarideos

A caracterizagdo reoldgica das fracGes polissacaridicas de L. strigosus relacionou o seu
comportamento em termos de elasticidade e viscosidade. Para polissacarideos, experimentos de
reologia podem ser aplicados para caracterizar ndo somente suas propriedades viscosas (fluidez)
e elasticas (resisténcia a aplicacdo de forcas), mas também suas propriedades de formacao de gel,
permitindo a sua exploracdo adequada para diferentes fins de acordo com suas caracteristicas
(GRESHAM, 2008; EVAGELIOU, 2020).

Inicialmente, as medidas de reologia dos polissacarideos foram realizadas por DLS,
utilizando microesferas de poliestireno dispersas nas solugdes LSW e LSK a 1 mg/mL e 25 °C,
para determinar a viscosidade complexa (n*) e 0os moédulos eléstico (de armazenamento) (G’) e
viscoso (de perda) (G”) das solucBes. Estes mddulos revelam o carater solido (elasticidade) ou
liquido (fluidez) de uma amostra, respectivamente. Os resultados sdo representados graficamente
em funcdo da frequéncia angular (w) aplicada no experimento oscilatdrio, que variou entre 10 e
10° rad/s, e em comparativo com a agua, dispersante no qual as solucBes foram preparadas
(Figura 12).
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Figura 12 — Propriedades reoldgicas das fracfes polissacaridicas obtidas de L. strigosus. (A):
Viscosidade complexa (n*). (B): Modulo de armazenamento elastico (G”). (C): Modulo de
perda viscosa (G”).
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A viscosidade é uma propriedade reoldgica que relaciona o estresse mecanico e descreve
comportamentos viscosos, definida como a resisténcia de um fluido ao escoamento ou a
deformacdo (GRESHAM, 2008). No que diz respeito a n* dos polissacarideos de L. strigosus,
foram observados comportamentos diferentes entre as duas fragdes polissacaridicas LSW e LSK

solubilizadas em agua a 1 mg/mL e analisadas a 25 °C (Figura 12A).
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Na fracdo LSW, observou-se um comportamento dependente da frequéncia angular, onde
a viscosidade da solugdo diminui de acordo com o aumento da oscilagdo aplicada. Em
frequéncias mais baixas (< 10?rad/s), a solucio apresenta valores de viscosidade altos, superiores
a agua, enquanto nas frequéncias maiores, LSW apresenta viscosidade mais baixa, indicando que
a oscilacdo mais forte causa uma mudanca, assim sugerindo que esta estrutura polimérica pode
ser menos resistente ao estresse. Enquanto isso, na fragdo LSK, a viscosidade é constante, e ndo
¢ afetada pela variacdo de frequéncia, se mantendo bastante proxima da dgua em toda a faixa

oscilatdria analisada (Figura 12A).

Nas Figuras 12B e 12C estdo representados graficamente G’ ¢ G” da agua e das duas
fracOes polissacaridicas de L. strigosus. G’ é uma medida da energia armazenada (recuperavel)
no material durante a deformagao, ou seja, a “rigidez” do material, atribuida a sua capacidade de
deformacao elastica. Ja o G” ¢ uma medida da energia dissipada (ndo recuperével) pelo material

sob deformagao, ou seja, a “fluidez” do material (HILL, 2000).

Observa-se que, em ambas as fracdes, essas duas propriedades reolégicas variam de
acordo com a frequéncia de oscilacdo, aumentando proporcionalmente (Figura 12B e C). No caso
de G’, referente a capacidade de armazenamento de energia eléstica, ou apenas a elasticidade do
material, é nitido que em frequéncias mais baixas, a fracdo LSW se sobressai em relacdo a LSK
e a agua (Figura 12B). Entretanto, acompanhando a curva, nota-se uma interse¢do dos pontos de
G’ entre as frequéncias de 10% a 10%, valores a partir dos quais a fragio LSW néo resiste e perde

parte da sua elasticidade, se tornando de menor elasticidade que as demais amostras (Figura 12B).

Ja a partir da analise de G”, referente a dissipacdo de energia viscosa, ou a fluidez do
material, observa-se um comportamento semelhante nas trés amostras, aumentando
proporcionalmente com o aumento da frequéncia angular. Ainda pode-se observar que os valores
de G” de LSK se mantém acima dos de LSW em todas as frequéncias aplicadas, indicando uma
maior fluidez desse material, que possui um comportamento mais liquido do que sélido (Figura
12C).

Ambas as fracdes polissacaridicas apresentaram um efeito comumente observado em
polimeros, a viscoelasticidade, que acontece quando um material apresenta a0 mesmo tempo
propriedades de sélidos e de liquidos, em resposta a forcas ou deformagdes. Dessa forma, o dito
“comportamento viscoelastico” pode ser avaliado verificando-se como os médulos G’ € G” se

comportam frente a uma deformacao, como por exemplo a variagdo da frequéncia angular de um
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experimento. No caso de polissacarideos, tais medidas podem auxiliar a determinar se o sistema
possui caracteristica de gel (G’ > G”), ou de liquido fluido (G” > G’) (EVAGELIOU, 2020). A
Figura 13 mostra em comparativo 0 G’ e G” das fragdes polissacaridicas LSW e LSK, em fungéo

da frequéncia angular aplicada sobre elas.

Figura 13 — Curvas de mddulo de armazenamento elastico (G”) e perda viscosa (G”) das fracdes
polissacaridicas de L. strigosus. (A): Fracdo aquosa (LSW, cor verde). (B): Fracdo alcalina
(LSK, cor-de-rosa).
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A fracdo LSW apresentou tanto propriedades sélidas quanto liquidas, de acordo com a
frequéncia angular aplicada (Figura 13A). Os modulos de armazenamento e perda de LSW se
intersectam a uma frequéncia entre 102 e 10% rad/s. Neste ponto, onde G’ ¢ igual a G”, conhecido
como ponto de gel, é a faixa de frequéncia requerida para induzir a transicdo de um sélido a um
estado fluidico. Abaixo disso, o material mostra um comportamento de gel (G’ > G”), onde o
componente elastico (G”) predomina. Em contrapartida, em frequéncias oscilatorias maiores, G”
é maior que G’, indicando um carater mais liquido, onde a fluidez predomina (G”). J& para a
fragdo LSK, G” é sempre maior que G’ em toda a faixa de frequéncia, indicando que esta fracdo

ndo possui comportamento de gel, e sim de liquido viscoso (Figura 13B).

No caso de um gel verdadeiro, G’ ¢ sempre maior que G”, independente da frequéncia.
Contudo, para polissacarideos, uma outra categoria existente ¢ a de “gel fraco”, onde 0 espectro
reologico da amostra é similar ao de um gel (G’ > G”), porém ambos os modulos exibem
dependéncia em relacéo a frequéncia, se tornando fluido ao ser aplicado um estresse suficiente
(EVAGELIOU, 2020).
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Dessa forma, LSW pode ser caracterizado como um sistema gel fraco, pois apesar de
possuir a caracteristica de formac&o de gel, essa pode ser perdida com um estresse acima de sua

resisténcia, se tornando um liquido (Figura 13A).

J& a fracdo LSK ndo apresentou comportamento caracteristico de gel, pois os valores de
G” foram maiores que G’ em todos as frequéncias aplicadas, indicando que este polimero se
comporta melhor como um fluido em solucéo, independente da magnitude do estresse aplicado

sobre ele, aumentando sua fluidez (i.e., perda de viscosidade) proporcionalmente (Figura 13B).

5.1.6 Histerese dos polissacarideos de L. strigosus em relagdo a temperatura

A histerese € a propriedade que um objeto, sistema ou material possui de manter suas
caracteristicas mesmo que nao receba mais a acdo que foi necesséria para a sua formacdo. Ou
seja, € a tendéncia de um sistema de conservar suas propriedades na auséncia do estimulo que as
gerou, ou ainda, é a capacidade de preservar uma deformacdo efetuada por um estimulo, mesmo
apos o seu fim (HILL, 2000; PUISTO et al., 2015).

A variacdo da temperatura é particularmente conhecida como um dos principais fatores
que podem afetar a estrutura e propriedades reoldgicas de um sistema hidrocoloide (como um
polissacarideo disperso em agua), afetando as ligagdes de hidrogénio e as interacdes hidrofdbicas
no sistema. De modo a verificar a estabilidade das fracdes polissacaridicas frente a um aumento
de temperatura, foi realizado um experimento de histerese das propriedades reolégicas de LSW
e LSK a 1 mg/mL, a partir das medidas de n*, G’ ¢ G” antes e ap0s 0 aquecimento a 85 °C,
verificando até que ponto as propriedades se modificavam a altas temperaturas, e se retornariam
ao seu estado original ou sofreriam alteracdes irreversiveis (histerese). Para cada amostra, as trés
propriedades foram medidas em trés pontos: 25 °C (t = 0 min), ap6s 10 min a 85 °C (t = 10 min),

e apos o retorno a 25 °C por 10 min (t = 20 min) (Figura 14).

De modo geral, os resultados sugerem que o0s polissacarideos de L. strigosus sao capazes
de suportar altas temperaturas sem apresentar mudancgas significativas na sua reologia, porém,
para cada propriedade reoldgica e amostra avaliada, foram observados padrbes de histerese
levemente diferentes. No caso de n*, ndo foi observado um aumento ou diminuicéo drastica a 85
°C, e houve um retorno quase completo a condigéo original apds o fim do aquecimento (Figura
14A e B).
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A viscosidade da fracdo LSW apresentou uma leve diminuicdo com o aumento da
temperatura, porém retornou a um estado proximo do original apdés o resfriamento, ndo

apresentando histerese térmica (Figura 14A).

Na fragdo LSK, por sua vez, a viscosidade se manteve semelhante nos pontost=0et =
10, porém apos o t = 20 min, ndo foi observado um retorno completo a configuracao original, e
sim uma leve diminuicédo da viscosidade, sendo que n* novamente se manteve estavel em relacéo
a variacdo da frequéncia angular (Figura 14B). Neste caso de histerese térmica, é possivel que as
cadeias polissacaridicas tenham sofrido mudanca devido ao aumento na temperatura, tornando,

por exemplo, as ligacdes hidrogénio entre elas mais fracas.

No que diz respeito ao G’ das solucdes, foi observado que na fracdo LSW esta
propriedade também € pouco alterada a 85 °C, e 0 polissacarideo apresenta retorno a um patamar
préximo do original (25 °C) com o fim do aquecimento, estando as altera¢fes sujeitas aos valores
de frequéncia (Figura 14C). Na fragdo LSK, entretanto, o comportamento observado é diferente,
onde esta propriedade ndo retorna ao original, exibindo histerese e mudando irreversivelmente
(Figura 14D).

Quanto ao G”, 0 que se observa é uma certa estabilidade em ambas as amostras. A fracao
LSW apresentou um G” mais baixo a 85 °C do que a 25 °C (inicial), porém ap6s o fim do
aquecimento, a amostra teve um G” proximo do original (Figura 14E). Enquanto isso, a fragdo
LSK apresentou proximidade dos valores de G” entre 25 ¢ 85 °C, ndo apresentando histerese
térmica em frequéncias baixas, porém com algumas alteracfes observadas em frequéncias mais
altas (Figura 14F).
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Figura 14 — Histerese das propriedades reoldgicas dos polissacarideos de L. strigosus em funcao
da variacéo de temperatura (25-85 °C). (A, B): Viscosidade complexa (n*). (C, D): Mddulo de
armazenamento elastico (G’). (E, F): Mddulo de perda viscosa (G”).
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5.2 Atividade imunomoduladora dos polissacarideos de L. strigosus

5.2.1 Quantificacdo de citocinas liberadas por macrofagos

Um dos principais efeitos imunomoduladores de polissacarideos ocorre pela sua

capacidade de regular a producdo de citocinas, pequenas proteinas sollveis que atuam como

mediadores de respostas imunes, ou moléculas de sinalizacdo que regem o desenvolvimento,

diferenciagdo e regulacdo das células do sistema imunoldgico. Citocinas sdo extremamente

potentes e especificas, agindo em concentracdes de 10° (pico) a 10 (femto)gramas,

desencadeando reagOes em cascata, onde uma citocina pode induzir a secre¢do de outras

citocinas, produzindo efeitos autdcrinos sobre a propria célula que a liberou, agéo paracrina sobre
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as celulas vizinhas, ou exdcrina sobre células distantes. As células ativadas pela acdo das
citocinas podem entdo atacar células mortas e patégenos intracelulares, além de migrar e produzir
outras citocinas que serdo citotoxicas para células cancerosas e microrganismos circulantes
(VIEIRA et al., 2001; GUGGENHEIM; WRIGHT; ZWICKEY, 2014).

Geralmente, as abordagens utilizadas na caracterizagdo imunomoduladora de um
determinado composto envolvem a dosagem de um certo conjunto de citocinas, em células
imunes tratadas com ele. Macrofagos, como células da linha de frente do sistema imune, sdo
especialmente importantes no estudo de imunomoduladores de origem natural. Neste estudo,
duas linhagens de macré6fagos murinos (RAW 264.7 e J774.1) foram tratadas com as fracdes
polissacaridicas de L. strigosus (LSW e LSK), quantificando-se os niveis de citocinas liberadas
pelas células durante 24 horas de contato. Foram utilizadas duas citocinas associadas a respostas

inflamatdrias (IL-6 e TNF-a)) e uma anti-inflamatéria (IL-10).

Um padréo de citocinas semelhante foi observado em ambas as linhagens celulares,
apesar das diferengas na quantidade (em pg/mL) de cada citocina dosada, o que pode estar

relacionado a caracteristicas proprias de cada célula (Figura 15).

Nos macréfagos RAW 264.7, a fracdo aquosa (LSW) promoveu um forte aumento na
expressao de IL-6 (Figura 16 A) e TNF-a (Figura 15C), com inibi¢do da producéo de IL-10, em
relacdo ao controle negativo (células ndo tratadas) (Figura 15B), indicando um possivel efeito
inflamatério. Enquanto isso, a fracdo alcalina (LSK) apresentou um efeito mais moderado na

modulacdo das trés citocinas (Figura 15A-C).

Ja nos macréfagos da linhagem J774.1 (Figura 15D-F), foi observado um padrédo
semelhante para as duas fracBes polissacaridicas, onde ambas ndo modificaram
significativamente os niveis de IL-6 (em relacdo ao controle) (Figura 15D), porém inibiram a
producdo de IL-10 (Figura 15E) e estimularam a sintese de TNF-a (Figura 15F), indicando
novamente um possivel efeito inflamatorio, mas desta vez com perfil de citocinas diferenciado,

novamente destacando-se a fragdo LSW como a maior indutora de TNF-a.



69

Figura 15 — Perfil de citocinas secretadas por macréfagos tratados com as fracGes
polissacaridicas de L. strigosus. (A-C): Células da linhagem RAW 264.7. (D-F): Linhagem
J774.1.
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C+ (azul): Controle positivo (LPS a 500 ng/mL). C- (vermelho): Controle negativo (células ndo-tratadas). LSW:
Fracdo aquosa (verde). LSK: Fracdo alcalina (cor-de-rosa). Asteriscos: Tratamentos com diferengas significativas
em relacdo ao controle negativo, pelo teste de Dunnett (*: p < 0,05. **: p <0,01. ***: p <0,001).

Citocinas pro-inflamatdrias (como IL-6 e TNF-a) sdo liberadas nas primeiras respostas a
agentes potencialmente infecciosos, sendo responsaveis por estimular o sistema imune inato,
além de estarem envolvidas no complexo processo de ativacdo da imunidade adaptativa.
Portanto, imunomoduladores capazes de estimular a producdo de IL-6 e TNF-a se tornam
interessantes para aplicacGes do ponto de vista biotecnolégico, com potencial de uso farmaco-
industrial para modular os mecanismos imunes, e auxiliar no tratamento de doencgas. Os
resultados deste trabalho sdo condizentes com o que € reportado na literatura, onde a maioria dos
estudos com cogumelos indica que elementos de polissacarideos (inteiros ou fragmentos) podem
atuar como ligantes em receptores especificos, e induzir a producdo de TNF-a e IL-6 em células
RAW 264.7 (XU; YAN; ZHANG, 2012; LIU et al., 2018; WANG et al., 2018; GHOSH et al.,
2021; ZHONG et al., 2021).

No caso da linhagem J774.1, € menor o volume de trabalhos cientificos avaliando o efeito
imunomodulador de polissacarideos de cogumelos nessas células, porém € possivel encontrar
evidéncias de polissacarideos vegetais, como a arabinogalactana isolada de Alchornea cordifolia

(Euphorbiaceae), estimuladora da sintese de IL-6 € TNF-a nesta linhagem (KOUAKOU et al.,
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2013), e da glucomanana esterificada de Amorphophallus oncophyllus (Araceae)
(GURUSMATIKA et al., 2017). Coincidentemente, um dos poucos trabalhos que dosam
citocinas liberadas por J774.1 em resposta a polissacarideos de cogumelos é representativo do
género Lentinus, mais especificamente da espécie L. crinitus, onde foi verificada uma fracéo
polissacaridica que aumentou a producdo de TNF-a, sendo composta de Glc, Gal, Ara e Xyl,
similarmente ao presente estudo (LOPEZ-LEGARDA et al., 2020).

IL-6 € uma citocina secretada majoritariamente por macrofagos, e possui um papel central
na defesa imune, com efeitos bastante amplos em diferentes vias de sinalizacdo, que produzem
resultados diretos na imunocompeténcia (capacidade de um hospedeiro de responder a
infeccOes), sendo que modelos experimentais com animais ndo-produtores de IL-6 possuem
capacidade reduzida de resistir a infeccdes de diferentes patdgenos. Ainda, as evidéncias sugerem
gue essa citocina é importante na manutencdo da homeostase, e por consequéncia sua deficiéncia
estd envolvida na patogénese de diversos disturbios (ROSE-JOHN; WINTHROP;
CALABRESE, 2017).

TNF-a ¢ outra citocina secretada majoritariamente por macrofagos, e além de exibir uma
potente atividade inflamatoria contra patdgenos, também ¢é responsavel por atividades
antitumorais, principalmente por ativar as vias de sinalizacdo intracelular NF-xB (fator nuclear
kappa B), MAPK (proteina-quinase ativada por mitogenos) e de caspases (MITOMA et al.,
2018).

IL-10, por sua vez, é produzida tanto por células imunes inatas quanto adaptativas, sendo
responsavel por regular e restringir respostas inflamatorias excessivas, e promover mecanismos
de reparo tecidual, sendo considerada, portanto, uma importante citocina anti-inflamatoria,
conhecida também como o fator inibidor da sintese de citocinas humanas (OUYANG,;
O’GARRA, 2019; WANG et al., 2019).

Enquanto a expressdo de IL-10 conjunta a de outras citocinas é benéfica, devido ao seu
carater regulatorio, os macrofagos tratados com as fragdes polissacaridicas de L. strigosus
expressaram IL-10 apenas a niveis basais, sendo menor que o controle negativo (Figura 15B e

E), o que sugere um potencial muito mais pro-inflamatério desses polissacarideos.

De forma simplificada, citocinas agem como uma rede na qual a producao de uma citocina
influencia a sintese ou resposta de outras, pelos estimulos regulatérios promotores (positivos) ou

inibitorios (negativos). Dessa forma, a sintese de IL-6 e TNF-a pode estar inibindo a sintese de
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IL-10, j& que estdo envolvidas em respostas praticamente opostas. Ainda, € conhecido que
macrofagos sdo células heterogéneas, e o perfil de expressdo de citocinas é diferente em
macrofagos polarizados do tipo M1 (classicamente ativados, produzindo respostas inflamatdrias)
e M2 (alternativamente ativados, respostas anti-inflamatérias) (SHAPOURI-MOGHADDAM et
al., 2018), sendo a polarizagdo um fator ndo avaliado no presente estudo. Outro ponto a ser
explorado como perspectiva futura é a repeti¢cdo do experimento de modo a confirmar ou ajustar
os valores medios do controle negativo de alguns tratamentos, como no caso da alta producéo de

IL-10 e TNF-a por macrofagos J774.1 ndo-tratados.

5.2.2 Adesdo de beads revestidas com os polissacarideos de L. strigosus a superficie de
macrofagos

Células imunes sdo particularmente caracterizadas por interacdes dindmicas ao nivel
célula-célula. Dessa forma, estimulos mecanicos e adesivos sdo cruciais na ativacao e regulacdo
de respostas imunoldgicas, incluindo aquelas mediadas por macréfagos, permitindo controlar a
forca e especificidade de suas respostas, regular a ativacéo de receptores na sua superficie, regular
sua migracdo, sinalizacBes intra e intercelulares, entre outros processos. No entanto, 0s
mecanismos pelos quais 0os macrofagos, em particular, atendem mecanicamente em resposta a
um estimulo ou a presenca de um antigeno, permanecem largamente desconhecidos (HUSE,
2017; MARUYAMA; NEMOTO; YAMADA, 2019; PFANNENSTILL et al., 2021).

Uma das técnicas que podem ser utilizadas para caracterizar a interacdo da superficie
celular com algum estimulo mecéanico, associado ou ndo a presenca de antigenos € a pinca optica
(OT, do inglés optical tweezers), onde um feixe de laser extremamente focalizado através das
lentes de um microscopio € utilizado para aprisionar e manipular micro objetos, de forma similar
a uma pinca. O uso de OTs permite interagir com uma célula viva sem danifica-la, exercendo
forcas e medindo deslocamentos de processos biologicos (NUSSENZVEIG, 2018; FARIAS;
POMPEU; PONTES, 2020).

Usando esta plataforma, a interagcdo entre macrofagos murinos J774.1 e microesferas de
poliestireno recobertas com as fragdes polissacaridicas LSW e LSK de L. strigosus foi estudada
a partir da contagem de eventos de adesdo positivos (N) das microesferas em relagdo ao total de
tentativas (No), sob diferentes tempos de contato com a célula (10 s, 30 s, 60 s e 120 s). Os
resultados mostram que a ades&o relativa entre as microesferas e a superficie dos macréfagos foi

tempo-dependente, mostrando-se semelhante para as duas fragbes polissacaridicas. As
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microesferas recobertas apresentaram adesdo relativa (N/No) bastante superior ao controle
(microesferas ndo-recobertas), onde nos pontos de t = 20 s, apresentaram adesdo em mais de 60%

das tentativas, aumentando exponencialmente até adeséo de 100% em t = 60 s (Figura 16).

Figura 16 — Adeséo relativa (N/No) em funcéo do tempo de contato (s) entre os macrofagos e
as microesferas cobertas com polissacarideos de L. strigosus manipuladas por pingas opticas.
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Azul (e): Fragdo aquosa (LSW). Verde (¢): Fragdo alcalina (LSK). Vermelho (m): Controle negativo (microesferas
ndo-tratadas com os polissacarideos). Dados referentes a média de trés experimentos independentes para cada
condicdo experimental (amostra/tempo de contato).

As curvas acima (Figura 16) descrevem um comportamento exponencial descrito pela
Equacéo (1) (previamente definida no subitem 4.7.6). Dessa forma, o tempo caracteristico ()
necessario para adesao a superficie celular da fracdo LSW foi de 13,38 + 4,27 s, e 0 da fragdo
LSK foi de 13,94 £+ 2,24 s, sugerindo que existem caracteristicas similares nestes polissacarideos,
e que permitem as esferas se aderir ou serem reconhecidas mais rapidamente pelos macréfagos

do que o controle, que levou T = 62,68 + 6,38 s para a adeséo.

No que diz respeito a macrofagos, as abordagens mecanobioldgicas tém sido aplicadas
para entender, principalmente, os mecanismos de fagocitose adotados por essas células. Esse
processo, importantissimo na imunidade inata, pode ser ativado pela adesdo de antigenos a
superficie celular, sendo essa a etapa imediatamente anterior a fagocitose. Assim, alguns objetos
manipulados por pingas Oticas j& foram utilizados para caracterizar as forgas de adesdo de

macrofagos J774.1, como por exemplo microesferas cobertas com antigenos como o
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lipopolissacarideo (LPS) e o zimosano (MATSUMURA et al, 2006; WEI et al., 2010;
BYVALOV; KONONENKO; KONYSHEV, 2017), ou células inteiras como 0 microrganismo
patogénicos Histoplasma capsulatum (GUIMARAES et al., 2011; GUIMARAES et al., 2019).

Todavia, experimentos relacionados a capacidade de adesdo de polissacarideos de
cogumelos a superficie de células envolvendo a manipulacdo via pincas Opticas ainda s&o
inéditos. Nos experimentos mais aproximados, Wei et al. (2007) reportam a manipulacdo de
microesferas de poliestireno cobertas de lipopolissacarideo (LPS), via pincas Opticas,
mensurando sua interacdo com células J774.1 pré-tratadas com polissacarideos extraidos de
Ganoderma lucidum. Neste trabalho, os resultados indicaram que a afinidade celular pelas
microesferas com LPS aumenta quando os macrofagos sdo pré-tratados com o polissacarideo,
diminuindo o tempo necessario para a adesdo, e aumentando a forca da interacdo entre o LPS e

receptores na superficie celular.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Duas fragdes polissacaridicas foram extraidas a partir da biomassa micelial de Lentinus
strigosus, uma linhagem de cogumelo comestivel da Amazénia, sendo denominadas LSW e
LSK.

As fragdes apresentaram constitui¢des quimica e estrutural distintas, porém ambas com a
presenca majoritéria de glucanas, constituidas de Glc, Gal, Man, Xyl e Ara, com propor¢do molar
de 89:4:3:2:2 em LSK e 92:4:3:0:1 em LSW. A estrutura de LSW apresentou-se constituida
majoritariamente de unidades —6)-p-D-Glcp-(1—, —4)-a-D-Glcp-(1— ¢ —6)-a-D-Galp-(1—,
enquanto LSK apresentou-se constituida principalmente de unidades de p-D-Glcp-(1—, —3)-p-
D-Glcp-(1— e —3,6)-B-D-Glcp-(1—.

As fracOes apresentaram tamanho de particula (diametro efetivo) distinto e potencial zeta
semelhante, sendo a reologia de LSW caracterizada como gel fraco e LSK como fluido, com

comportamentos reoldgicos dependendo de fatores como temperatura e frequéncia angular.

O uso de diferentes métodos de extracdo (aquoso e alcalino) foi relevante para a obtencao
de polissacarideos com propriedades estruturais e fisico-quimicas distintas, porém ambas as
extracOes resultaram em atividade imunomoduladora semelhante, de carater pro-inflamatorio,
verificado através do aumento da expressdo de IL-6 e TNF-o e inibicdo de 1L-10 em macréfagos,
com perfil de citocinas diferenciado entre células RAW 264.7 e J774.1. Foi verificada também
uma forte adesdo de microesferas recobertas com ambas as fracdes polissacaridicas a superficie

dessas células.

Os resultados deste trabalho fornecem dados iniciais para explorar a estrutura quimica e
correlaciona-la ao efeito imunomodulador destes polissacarideos, permitindo concluir que 0s
polissacarideos contidos na biomassa de L. strigosus tém potencial para ser avaliados e
desenvolvidos como ingredientes funcionais com beneficios a saude, principalmente como

agentes imunomoduladores.

Como perspectivas futuras, sugerem-se estudos de otimizacdo e escalonamento da
producdo destes polissacarideos, assim como uma caracterizagdo mais completa de sua
composicao e estrutura quimica, possivel toxicidade e mecanismos de a¢do, ndo somente em
macrofagos como também em outros agentes do sistema imune, ampliando 0s experimentos para

modelos in-vivo e pré-clinicos.
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