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Resumo

A microbiota intestinal é composta por virus, fungos e bactérias, que interagem com o sistema
imune do individuo, por meio da producdo de metabolitos e pelo reconhecimento direto de
padrdes associados a patdgenos. Esta interacdo pode afetar o desenvolvimento de doencas e
consequentemente sua patogénese, alem de controlar a microbiota, favorecendo o crescimento
de uma determinada populacdo e/ou controlando a entrada dos microrganismos na mucosa.
Durante o desenvolvimento da colite, observa-se o estabelecimento de uma inflamacéo
exacerbada do colon, que causa danos na mucosa, provocando dor, sangramento e outras
manifestacdes clinicas nos pacientes acometidos. A microbiota pode ser modulada para
diminuir essa reposta inflamatoria e melhorar o prognostico do paciente. Uma outra doenca que
ja foi descrita como modulada pela microbiota, € a Doenca de Parkinson, com o acumulo
proteico, conhecido como corpos de Levy, que causa a morte de neurdnios dopaminérgicos e
uma falha na via desses neurotransmissores no cérebro. Dependendo da composicdo da
microbiota, os sintomas motores diminuem e ativa o chamado brain-gut-axis. Diversos
compostos sdo capazes de modular a microbiota, entre eles os cogumelos medicinais. Estudos
prévios com a espécie Ganoderma lucidum demonstraram sua eficacia na modulacéo do sistema
imune, razdo pela qual este modelo foi adotado no presente estudo. A indugdo da Doenca de
Parkinson no estudo foi obtida pela injecédo intracerebral de 60HDA. Partindo-se da hipdtese
de que o brain-gut-axis poderia influenciar a progresséo dos sinais no Parkinson, microbiota
bacteriana dos animais tratados com a 60HDA foi removida. Os resultados destes grupos,
guando comparados aos grupos com microbiota intacta, ndo demostraram nenhuma diferenca
estatisticamente significante na alteracdo do curso da doenga ou seus sintomas. Tampouco
houve diferenca estatistica entre os grupos tratados ou ndo com a B-glucana extraida do
cogumelo. Entretanto, os resultados nos experimentos de inducéo de colite por sulfato de sodio
dextran (DSS) demonstraram alteracdes na expressao génica e diminuicdo da inflamacéo gerada
no intestino quando os animais foram tratados com a fracéo secretada do Ganoderma lucidum.
Para comprovar que a liga¢ao da -glucana com o do receptor dectina-1 era imprescindivel para
os dados obtidos, utilizou-se animais knockout para o receptor. Este grupo néo apresentou
alteracdes nas populagdes microbianas identificadas bem como nédo houve alteracdo no padrao
inflamatorio quando comparado com os animais selvagens que nao receberam a B-glucana.
Estes dados comprovam que a Dectina-1 é capaz de modular a resposta imune local, com

reducdo do processo inflamatdrio observado no modelo de colite utilizado neste trabalho, poréem

10



néo foi capaz de modular a evolucdo do modelo de Parkinson. Outros modelos experimentais
de Parkinson precisam ser testados para que a atividade anti-inflamatoria da B-glucana seja

descartada nesta doenca.
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Abstract

The intestinal microbiota is composed of viruses, fungi and bacteria, which interact with the
individual's immune system, through the production of metabolites and through the direct
recognition of patterns associated with pathogens. This interaction can affect the development
of diseases and consequently their pathogenesis, in addition to controlling the microbiota,
favoring the growth of a certain population and / or controlling the entry of microorganisms in
the mucosa. During the development of colitis, an exacerbated inflammation of the colon is
observed, which causes mucosal damage, causing pain, bleeding and other clinical
manifestations in the affected patients. The microbiota can be modulated to decrease this
inflammatory response and improve the patient's prognosis. Another disease that has been
described as modulated by the microbiota is Parkinson's disease, with protein accumulation,
known as Levy's bodies, which causes the death of dopaminergic neurons and a failure in the
pathway of these neurotransmitters in the brain. Depending on the composition of the
microbiota, motor symptoms decrease and activate the so-called brain-gut-axis. Several
compounds are capable of modulating the microbiota, including medicinal mushrooms.
Previous studies with the species Ganoderma lucidum demonstrated its effectiveness in
modulating the immune system, which is why this model was adopted in the present study.
The induction of Parkinson's disease in the study was achieved by intracerebral injection of
60HDA. Based on the hypothesis that the brain-gut-axis could influence the progression of
signals in Parkinson's, bacterial microbiota from animals treated with 6OHDA was removed.
The results of these groups, when compared to groups with an intact microbiota, did not show
any statistically significant difference in altering the course of the disease or its symptoms.
There was also no statistical difference between the groups treated or not with the -glucan
extracted from the mushroom. However, the results in the dextran sodium sulphate (DSS)
colitis induction experiments demonstrated changes in gene expression and decreased
inflammation generated in the intestine when the animals were treated with the secreted
fraction of Ganoderma lucidum. To prove that the binding of B-glucan with that of the dectin-
1 receptor was essential for the data obtained, knockout animals for the receptor were used.
This group showed no changes in the microbial populations identified, as well as no changes
in the inflammatory pattern when compared to wild animals that did not receive p-glucan.
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These data prove that Dectin-1 is able to modulate the local immune response, with a
reduction in the inflammatory process observed in the colitis model used in this study, but it
was not able to modulate the evolution of the Parkinson's model. Other experimental models
of Parkinson's need to be tested so that the anti-inflammatory activity of B-glucan is discarded

in this disease.
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Introducéo

Na Ultima década, houve um grande interesse no estudo entre a correlacdo dos
microrganismos presentes no corpo humano e diversas doencas. Avangos na area demonstraram
que estes seres interagem com diversos o6rgaos por meio da producdo de metabolitos e de
antigenos. Tais interacBes podem modular a resposta inflamatdria e alterar a progressdo de
doengas e seus sintomas, mesmo em sitios distantes de onde estes microrganismos habitam.
(Marchesi et al 2016).

Microbiota

O corpo humano é colonizado por milhGes de microrganismos distintos e virus em uma
variada porcdo de 6rgdos (cavidade oral, pele, vagina, pulmao, intestino, bexiga). Estes
dividem-se em diversas composi¢des de virus, bactérias, fungos e archeas que juntos recebem
0 nome de microbiota. (Shen,T-C D 2017).

A relacdo do hospedeiro com a microbiota comega no nascimento, durante o parto
normal com a passagem do recém-nascido pela microbiota vaginal na fase expulsiva. Apds o
nascimento, a microbiota é modulada pela escolha alimentar do individuo, pela localizacéo
geografica e o clima em que reside, a dieta da mae no periodo de lactacdo, a idade em que é
feito o desmame e pela interagcdo com outros individuos em todas as fases da vida (Milani C et
al 2017). A mudanca da composicdo da microbiota depende de fatores como pH,
disponibilidade de nutrientes, agua, temperatura e de oxigénio (Ursell et al 2012; Kim et al
2017). A microbiota se renova diariamente, mas a idade do seu hospedeiro € um importante
fator para a sua composicéo e relevancia, sendo um exemplo a terceira idade, onde a microbiota
converge para um cenario com mais bacteriodetes e menos diversidade quando comparado com
jovens adultos (Otoole P.W. & Jeffery 1.B 2015).

Mais de 50 filos de bactérias ja foram encontrados na microbiota, dentre estes 0s mais
abundantes, representando 90% da microbiota, sdo os firmicutes e os bacteroidetes [Sekirov et
al (2010)]. Além destes, as actinobacterias e as proteobacterias sdo as populagdes comuns na
microbiota intestinal. Os bacteriodetes sdo bactérias gram-negativas, sem esporo e que Sao
conhecidas pela sua capacidade de digerir polissacarideos complexos gerando os acidos graxos

de cadeia curta (SCFA). Os firmicutes sdo bactérias gram-positivas, produtoras de endosporo e
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que conseguem sobreviver em ambientes hostis na sua forma dormente. Assim como 0s
bacteriodetes, as actinobacteria sdo gram negativas e conseguem proteger o hospedeiro contra
possiveis patdgenos, por meio de competicdo e pelo mecanismo de liberagdo de hidrolases. As
proteobacterias também sdo gram negativas e possuem mecanismos de acdo e influéncia na

homeostase ainda pouco conhecidos. (Kim et al 2017).

Se o individuo esta saudavel, a relacdo entre o hospedeiro e microbiota é equilibrada e,
em muitos casos, funciona como uma barreira de protecdo contra doencas, além de ajudar na
digestdo de alimentos. J& em estado de desequilibrio (dishiose), os organismos oportunistas
existentes na microbiota ganham espaco podendo causar danos ao tecido intestinal, gerando
doencas (laniro 2016). A disbiose pode ser desencadeada por varios fatores, como infecgdes,
intoxicacOes e uso de medicamentos. Dentre os medicamentos associados com a disbiose, 0s
antibidticos ocupam uma posicdo de destaque. O wuso indiscriminado desta classe
medicamentosa causa a morte de algumas espécies de bactérias, conforme o espectro de acdo
do medicamento utilizado, alterando a composi¢éo da microbiota, podendo favorecer algumas
espécies potencialmente danosas. (laniro 2016). Os efeitos da administracdo de antibidticos sdo
duradouros e estudos mostram potencial na diminuicdo da diversidade da microbiota de 6 meses
a 2 anos apos uso de glicopeptideos como a vancomicina ou lincosamidas como a clindamicinna
por apenas uma semana. Uma Unica dose de clindamicina cursa com uma maior
susceptibilidade a infecgdo por C. difficile no hospedeiro por um periodo prolongado. A
mudanca é gerada pela morte seletiva de bactérias, causando um desequilibrio em populacées
que apresentam interdependéncia entre si e aumentando as populacdes resistentes aos

antimicrobianos administrados (Becattini S et al 2016).

A microbiota interage intimamente com o sistema imune do individuo, apresentando um
fino equilibrio entre tolerancia e protecdo tecidual. A microbiota é capaz de modular a
imunidade tanto no local em que reside, como o intestino, quanto na imunidade sistémica,

afetando tecidos adjacentes ou distantes de si (Tomkovich 2016).

Esta interacdo entre a imunidade do individuo e a microbiota ocorre por diferentes
mecanismos, sendo alguns destes pelos metabodlitos secretados, a taxa de crescimento dos
microrganismos, a presenca de moléculas imunogénicas na composi¢do da membrana celular
das espécies encontradas e os componentes do sistema imune do individuo. Quando segmentos
de bactérias filamentosas (SFB) sé@o apresentados via Complexo de Histocompatibilidade de

classe Il (MHCII) por células dendriticas (DC), ocorre a ativacdo de uma resposta imune perfil
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Th17. Todavia, quando os SFB sdo apresentados por células linfoides inatas (ILCs), esta
resposta é reprimida. Os SFB também aumentam producéo de SIgA (um precursor do IgA) nas
placas de Peyer. Outra funcdo dos SFB é o aumento do numero de neutrofilos na corrente

sanguinea e a diminuigdo de células T ‘natural killer’ (iNKT) no pulmao e no colon (Figura 1).
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Figura 1 — Relacdo dos organismos da microbiota e seus metabolitos com o sistema imunoldgico. Os microrganismos
presentes na microbiota intestinal sdo capazes de estimular as placas de peyer a produzir IgA, além de serem
reconhecidos por células dendriticas e células linfoides inatas e induzir uma reposta Th17. Imagem retirada e legenda
adaptadas de Tomkovich S & Jobin C. 2016

A interacdo entre o sistema imune e sua microbiota € uma rede complexa e variada que
consegue, por meio de inducdo direta a partir de metabolitos ou pela apresentagéo via células
dendriticas, estimular resposta Thl, Thl7 e a producdo de diversas citocinas e quimiocinas.
Microrganismos fagocitados por macréfagos induzem a producdo de 1L10 e TGFp repressoras
da resposta Thl e IL12 que ativa uma resposta tipo Thl. Essa ativagado gera a producdo de IFNy
que age no recrutamento de macréfagos. Microrganismos fagocitados por celulas dendriticas

induzem a producéo de IL12, que além de ativar a resposta Thl, ativa células NK. A ativacdo
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de células NK, a partir da producéo de IL22, induzem as células de Paneth a liberarem peptideos
antimicrobianos e a ativacdo de células linfoides inatas. A liberacdo de peptideos
antimicrobianos também pode ser feita por meio da de IL6 e 1L23 pelas células DC gerando
uma resposta Th1l7 e a producédo de 1122. A producédo de IL6 pela célula DC ativa a célula
FOXP3+ Trl que produz IL10 ¢ inibe a ativagao de células FOXP3 TReg, produtoras de TGFp.
O IL10 produzido, inibe a resposta Th17. Células CD103+, ativadas pelos &cidos graxos de
cadeia curta (SCFA), ativam as células FOXP3+ Treg enquanto reprimem a ativacéo de células
FOXP3 trl (Figura 2). A ativacdo do sistema imune pela microbiota e seus metabolitos muda

dependendo dos microrganismos e moléculas encontradas nesse microambiente.

Moléculas wr
SCFA-acidos graxos de . .
Peptideos microbianas e 7 8 Micorganismos
S A g z cadeia curta fagocitados
antimicrobianos micorganismos 1
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£
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N\ :
\“Célula de " Macréf;gbs
{panetn Him il
TGFp IL-17
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BAFF \
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IgA
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2 IFNy IL-13 IL-17
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Figura 2 — Rede de citocinas e células imunes na reposta ativada pela microbiota. Os diferentes
metabdlitos produzidos por integrantes da microbiota modulam de forma diferente a resposta imune do hospedeiro.

Imagem retirada e legenda adaptadas de Geuking MB et al 2014.
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Fatores Moduladores da microbiota

A microbiota é sensivel a diversas mudangas e uma delas, talvez a mais significativa, é
a dieta. Os alimentos ou medicamentos ingeridos tem um impacto relevante na composicao da
microbiota, podendo modular essa populacdo e consequentemente pré-dispor o individuo a
doencas como a colite, doenca de Parkinson, aterosclerose, cancer e obesidade (de Clercq et al
2016; Li DY et al 2017; Garret WS et al 2015; Uyar GO et al 2019).

Os probidticos e o transplante fecal vém sendo estudados como formas alternativas de
tratamento para as mais diversas doencas por interferirem na composicdo da microbiota
(Nishida 2017). O uso de probidticos é considerado seguro quando feito em doses baixas, como
os encontrados em leites fermentados e iogurtes. Ja o efeito de altas doses de probidticos ainda
ndo é bem determinado, mas pode gerar infeccdes oportunistas por desbalancear a microbiota
local. InfeccBes intestinais, como a infeccéo por C. difficile, podem ser tratadas com a realizacdo
de um transplante fecal, impedindo a colonizacdo do intestino por microrganismos oportunistas
(Crow JR et al 2015).

O uso de probioticos frente a uma disbiose € amplamente disseminado, mas ao contrario
do que se imagina, a administracdo de uma ou poucas linhagens de bactérias ndo ajuda a
recolonizacdo da microbiota. Inclusive, o uso de probidticos simples atrasa a recuperacao da
microbiota original. A administracdo de um conjunto complexo de micro-organismaos, por outro
lado, é benéfica no repovoamento da microbiota e diminuicdo dos sintomas da disbiose (Suez
2018). O uso de probidticos como tratamento médico é um desafio. Existem pacientes
susceptiveis ao tratamento, que tomam probioticos ou sdo submetidas a um transplante fecal e
rapidamente incorporam a nova microbiota e permanecem com tal microbiota mesmo ap6s o
fim do tratamento, enquanto ha pessoas resistentes a essa mudanca e que retornam a microbiota
original assim que o tratamento cessa, tornando dificil a padronizacao de um tratamento padrdo

usando essa ferramenta (Kim et al 2017).

Um composto capaz de modular a microbiota apresenta diferentes mecanismos de agéo,
variando da toxicidade para alguns micro-organismos e levando a diminuicdo da sua
prevaléncia e com aumento da de outras populag¢des ou pela modulacéo do sistema imunologico

do hospedeiro (Wischmeyer, et al 2016).

Alterar o fino equilibrio entre o sistema imune e a microbiota existente € uma das

ferramentas que os alimentos podem apresentar, com o objetivo de amenizar ou resolver o
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surgimento de algumas doengas. A ingestdo de alimentos que podem modificar a microbiota
intestinal tem impacto significativo em algumas doencas (Shandu et al 2017).

Dentre os alimentos utilizados com finalidade terapéutica, os cogumelos ocupam uma
posicao de destaque, sendo muito utilizados na culinaria e cultura asiatica como tratamentos e
para manutencdo de homeostase (Rathee et al 2011). Os cogumelos séo corpos frutiferos de
fungos dos filos Basidiomycota e Ascomycota que sdo encontrados nos mais diversos habitats,
com cores e formatos variados. Alguns cogumelos sdo toxicos e ndao devem ser ingeridos,
enguanto outros cogumelos sdo comestiveis e apresentam beneficios terapéuticos (Rai M. et al
2005).

O fungo Ganoderma lucidum, conhecido popularmente como Reishi, é usado ha
milhares de anos como tratamento e € considerado um cogumelo sagrado em algumas culturas,
como a chinesa e japonesa (Wachtel-Galor et al 2011). Nos dias atuais, € um cogumelo
facilmente encontrado, em forma de capsulas ou p6, sendo amplamente comercializados. Seus
beneficios vém sendo estudados e j& foram publicados estudos mostrando dados positivos no
tratamento de cancer (Ahmet Unlu et al 2016). O nosso grupo de trabalho tem realizado
experimentos que comprovam a capacidade imunomodulatéria de um dos componentes da
parede deste fungo. A funcdo da parede celular presente nos fungos é fundamental para a
viabilidade destas células com importante papel na estruturacao e protecdo da célula. Um outro
papel importante é a capacidade de interacdo da parece celular com o sistema imune do
individuo, modulando a ativacdo da sua resposta imune. Os componentes da parede sao diversos
e incluem glicoproteinas como as mananas, e polissacarideos como a a-glucana e a B-glucana
além de outros componentes que ajudam a estruturar a parede como a quitina (Neil et al 2017).
Esses polissacarideos ja tiveram sua capacidade de imunomodulacdo demonstrado em varios
artigos, como o zymosan por exemplo, que € uma B-glucana € capaz de estimular diretamente
0 aumento de fagocitose, producdo de oxido nitrico e capacidade fagocitaria de macrofagos e
células dendriticas. Esta atividade é dependente do seu reconhecimento pelos receptores
Dectina-1, CR3 do sistema complemento e receptor do tipo Toll 2 (TLR2) (Akramiené et al
2007). Nossos dados demonstraram que a B-glucana obtida do fungo Ganoderma lucidum é
capaz de interagir com os receptores Dectina-1 e TLR-2. A auséncia dos receptores TLR2 e
Dectina 1 reduzem a producdo de TNF-o induzida pela fragdo obtida a partir do fungo
G.lucidum na concentracéo de 100ug (Figura 3).
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Figura 3 - Estimulo de G. lucidum em células KO para TLR2 e Dectina-1. G.lucidum identificado como GI 100 e
GI 200 dependendo de sua concentracéo o controle positivo foi realizado com zimosan depletado. Imagem retirada
e legenda editada de Basso MMA, 2017.

O receptor Dectina-1 é um receptor transmembrana, com um dominio extracelular do
dominio de lectina tipo C expresso em macrofagos, células dendriticas e neutrofilos, que
reconhece polissacarideos do tipo 1,3 B-glucana presente na parede de fungos e plantas (Reid
et al 2009). TLR2 é um receptor tipo Toll (TLR) capaz de reconhecer glicoproteinas,
lipomananas, B-glucanas entre outras moléculas presentes em patdgenos e é expresso em células

dendriticas, linfdcitos B e T, mondcitos e macrofagos (Borrello et al 2011).

O reconhecimento da B-glucana pelo receptor Dectina-1 expresso em macrdfagos e
células dendriticas gera uma cascata intracelular dependente de Syk, que por sua vez permite a
ativacdo de Card9 ou estimula Rafl. Independentemente da via, ocorre a ativacao do fator de
transcricdo NFKkB gerando a producédo de citocinas (Wagener et al 2018). O receptor TLR2 tem
a resposta ao reconhecimento de B-glucanas dependente de Myd88, também ativando NFkB e

estimulando a produgéo de citocinas (Reid et al 2009) (figura 4).
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Figura 4 - Reconhecimento de B-glucanas pelos receptores TLR2 e Dectina 1. O reconhecimento é feito

por meio dos receptores citados, que iniciam uma via intracelular estimulando a resposta imunoldgica. Imagem

retirada e legenda adaptada de (Delyth et al 2009)

A modulac¢do do sistema imune feita pela microbiota e seus metabdlitos € um importante

regulador da inflamac&o e da resposta imune, o que reflete na resposta do organismo a doencas

e sua modulacdo poderia ser usada como um tratamento.
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Modulagdo da microbiota pela 3-glucana do Ganoderma lucidum

Dados previamente obtidos por nosso laboratorio mostraram que a administragao de -
glucana levou a uma mudanga na microbiota dos camundongos. A B-glucana utilizada, além de
apresentar baixa toxicidade, foi também capaz de modular a producéo de citocinas, aumentando
a producdo de TNF-a e melhorando a resposta imune contra infec¢des fingicas com nas
infec¢Oes experimentais in vitro e in vivo com o Criptococcos neoformans (Basso et al 2019)
Este efeito foi observado apenas apds 72h apds a administracdo, tempo que sugere gue as
alteracdes estdo relacionadas a ativacdo do sistema imune local e ndo pela metabolizacéo deste
carboidrato pelas bactérias. Analisando a cinética das populacdes de bactérias presentes no
intestino, observamos que a mudanca de microbiota acontece a partir do segundo dia apds a
terceira doses de PB-glucanas e se mantem na nova conformacdo mesmo ap6s o fim da

administracdo das fracdes (Figura 5). Analise feita conforme Hoffmann C. et al 2013.
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Figura 5 - HeatMap da cinética da populagdo bacteriana da microbiota intestinal com o passar do tempo. O
tratamento com as fragdes foi realizado nos primeiros trés dias (TO1 a T03) e a modificagdo da populacdo se deu

apos 48h da primeira administracdo do tratamento.
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Capitulo |

Introducéo

Colite

A colite é termo utilizado para caracterizar o processo inflamatorio no célon. Ela esta
presente no grupo de afeccdes conhecidas por Doencas Inflamatdrias Intestinais, que engloba a
Doenca de Crohn, Colite Ulcerativa e Sindrome do Intestino Irritado. A colite pode ser causada
por infecgdo bacteriana ou viral, acdo de medicamentos ou toxinas, reagdo autoimune e
intoxicacdo alimentar. Apesar das doencas citadas apresentarem manifestacGes clinicas
distintas, estas compartilnam sintomas comuns, como a diarreia, a febre, a fadiga, a dor

abdominal, a perda de peso e as fezes mucossanguinolentas (Kathleen A. Head, ND 2003).

A colite pode apresentar uma evolucdo gradual e lenta, intermitente ou até se manifestar
de forma aguda e rapidamente progressiva. Sua grande maioria tem caracteristicas crénicas e
multifatoriais, tendo o ambiente, a alimentacéo, a variabilidade genética e a ativacdo do sistema
imunolodgico do individuo como fatores importantes. Apesar de grandes avancos nas ciéncias
médicas no Ultimo século, sua fisiopatologia ainda é incerta. No desenvolvimento da colite,
observa-se que os mediadores inflamatérios estdo alterados, além dos sinais de stress oxidativo,
a quantidade de espécies de oxigénio reativo (ROS), a quantidade reduzida de
glicosaminoglicanos na mucosa (que gera aumento em sua permeabilidade), a diminuicdo de
niveis de acidos graxos de cadeia curta, 0 aumento da producgdo de sulfeto e diminuicdo da
metilacdo nos colondcitos, importante via para a eliminacdo de sulfetos tdxicos a célula do
cdlon (Kathleen A. Head, ND 2003).

A incidéncia da colite varia entre os paises desenvolvidos e os paises subdesenvolvidos.
Nos paises europeus e américa do Norte a incidéncia varia entre 0,6 a 20 pessoas afetadas a
cada cem mil habitantes. Nos paises asiaticos e do oriente médio a incidéncia varia de 0,1 a 6,3
pessoas afetadas a cada cem mil habitantes. Tal diferenca poderia ser explicada pelo avanco das
medidas higiénicas encontradas em paises desenvolvidos, diminuindo a incidéncia de infec¢des
intestinais e fazendo com que a imunidade intestinal ndo se module conforme as infecgdes
ocorridas ao longo da vida (Ford et al 2013). No Brasil ndo existem dados concretos que

demonstrem a incidéncia desta doenga.
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A diferenciacédo entre a Colite Ulcerativa e a Doenca de Crohn é que a primeira atinge
somente o reto e colon, poupando anus e outras partes do intestino, com inflamacg&o na porgéo
mucosa da parede intestinal, gerando Ulceras (motivo pelo qual recebe seu nome) (Ordas et al
2012). Ja a segunda é caracterizada por resposta inflamatéria em todas as camadas da parede
intestinal envolvendo todo o trato gastrointestinal (da boca ao anus), com suas principais
manifestacdes no colon (Ballester et al 2018).

O diagnostico diferencial das colites é feito através colonoscopia e a confirmacéo pela
analise da de inflamacéo tecidual na bidpsia. O prognostico da Colite Ulcerativa € bom, sendo
que menos de 10% dos pacientes diagnosticados sdo submetidos a proctocolectomia, com
retirada total ou parcial do cdlon e reto. O tratamento consiste no uso de farmacos como
imunomoduladores, corticoides, imunossupressores e aminossalicilatos levando ao
desaparecimento dos sintomas. Apesar disto, a recidiva ocorre em torno de 90% dos pacientes
tratados (Ford et al 2013). A Doenca de Crohn é mais agressiva, podendo se manifestar com
fistulas anorretais e estenoses no transito intestinal devido os periodos de exacerbacdo e
supressdo da resposta imune, cursando com pior progndéstico e qualidade de vida do paciente
(Freeman 2014).

O colon apresenta uma barreira epitelial integra, impedindo a entrada de
microrganismos, secrecdo de muco, secrecdo de IgA e outros fatores antimicrobianos como
Regllly mantendo a homeostase do tecido. Com o inicio da colite, ocorre 0 aumento da
permeabilidade intestinal permitindo a interacdo dos micro-organismos da microbiota intestinal
com as células do sistema imune do tecido, iniciando uma resposta inflamatoria. O primeiro
reconhecimento ocorre pelos por macréfagos residentes, com producdo do fator de necrose
tumoral (TNF), que ativa os linfécitos inatos (ILCs). Essa via € um dos alvos para terapias com
anticorpos monoclonais, cujo objetivo de impedir a continuacdo da cascata inflamatéria e a
diminuicdo dos sintomas nos pacientes. Além da inflamacao gerada, as células Th9 promovem
a apoptose dos enterocitos e impedem a cicatrizacdo tecidual juntamente com a producéo de
IL-13 pelas celulas NK T (Figura 6).
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No estabelecimento da colite, a estrutura do epitélio intestinal € comprometida gerando
permeabilidade e entrada de microrganismos da microbiota no tecido. A invaséo no tecido
intestinal gera uma resposta inflamatoria mediada por células dendriticas e macrofagos
residentes que a partir da producdo de TNF o comeca uma resposta inflamatéria ativando
células linfoides inatas (ILC). A perpetuacdo da inflamagdo gera um ciclo vicioso de maior
dano ao tecido e consequentemente maior invasdo de microrganismos, tratamentos com

anticorpos monoclonais agem impedindo essa perpetuacao (Figura 6).
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Figura 6 — Comparativo entre o cenario intestinal saudavel e frente a um quadro inflamatério. A relagéo entre a microbiota e o sistema
imune é modificado com a invasdo de microrganismos na mucosa, gerando uma reposta inflamatéria. Imagem retirada e modificada de
(Ungaro R et al 2017).

A producéo de metabolitos como butirato, cidos graxos de cadeia curta (SCFAS) e PSA, ativam
células dendriticas residentes, estimulando a producdo de IL-10 e a ativacdo de células T
regulatorias para uma resposta anti-inflamatoria por meio da producdo de TGFpB que suprime a
resposta inflamatéria enquanto a ativacdo de células TCD4+ podem gerar a producgdo tanto de
IL-10 em uma reposta anti-inflamatéria, quanto de IFNy em uma resposta pro-infamatoria.
(Figura 7).
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Figura 6 Interacdes entre as diversas populagdes microbianas, a mucosa e o sistema imune no intestino. Os metabolitos produzidos pelos microrganismos
encontrados na microbiota intestinal, sdo capazes de estimular células DC e gerar uma resposta imune. Imagem retirada e modificada de (Zhang SL et al
2017)
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Objetivo

Objetivo Geral

Sabendo da atividade da B-glucana na microbiota bacteriana de camundongos e do efeito
da microbiota sobre doencas como colite e Doenca de Parkinson, o objetivo deste trabalho foi
determinar a importancia da modulacéo da microbiota bacteriana pelo Ganoderma lucidum em
modelos murinos experimentais de colite induzida por sulfato de sddio dextran (DSS) e

Parkinson induzido por 60HDA (6-hidroxidopamina).

Objetivos especificos
1. Avaliar o impacto da administracdo de Ganoderma lucidum, nos genes
inflamatdrios e nos histopatoldgicos do tecido intestinal de animais submetidos a

inducdo de colite por administracdo de DSS.

2. Avaliar o impacto da administracdo de Ganoderma lucidum, nos
histopatologicos do tecido intestinal de animais KO para Dectina-1 submetidos a

inducdo de colite por administracdo de DSS.
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Materiais e métodos

Cultivo de Ganoderma lucidum

Uma amostra de Ganoderma lucidum armazenada no banco de germoplasma da
Embrapa (autorizacdo de acesso ao Patrimonio Genético CNPq 010342/2014-1) foi recebida
para a realizagdo dos trabalhos no Laboratorio de Imunologia Aplicada/UnB. Uma parte da
amostra foi inoculada em meio Sabouroud &gar (Acumedia) por 10 dias até que a placa fosse

completamente colonizada pelo fungo.

O substrato de cultivo do cogumelo foi feito com 20% farelo de trigo e 80% serragem
de eucalipto, essa mistura foi hidratada até que estivesse igualmente Umida. O pH desse
substrato foi medido por meio da diluicdo em agua e foi acertado para 6.5 com o uso de cal
agricola. O substrato final foi colocado em sacos de autoclave, fechado com fita e autoclavados
a 121°C por 2 horas. Ap0s a esterilizacdo, o substrato foi inoculado com fragmentos de 2 placas
de petri de cultivo previamente descrito. O substrato inoculado foi mantido em local com pouca
iluminac&o, alta umidificagdo com umidificadores de ambiente, e temperatura amena. Apos 20
dias nestas condicdes, o substrato foi envolvido em sacos pretos e foram feitas pequenas
aberturas. O saco foi entdo colocado em ambiente Umido, de temperatura ambiente amena e
com incidéncia de sol média. Ap6s 20 dias nestas condic@es, a formacdo de corpos frutiferos ja
era visivel e quando alcancaram tamanho igual ou maior a 2cm, os cogumelos foram retirados

do substrato.

Os corpos frutiferos dos cogumelos foram entdo lavados com agua miliQ estéril por 3
vezes dentro do fluxo laminar. O liquido resultante desta lavagem foi descartado. O cogumelo,
com a ajuda de um bisturi, foi seccionado e seu interior foi raspado e inoculado em placas de

petri descartaveis com meio Sabouroud (Acumedia).

Obtencio de B-glucanas de Ganoderma lucidum

Fragmentos da placa de petri, ja tomada pelo fungo, foram retirados e colocados em um
pré-indculo de 250ml de meio liquido Sabouroud, com adicdo de 270l de &cido latico a cada
100ml de meio, por 10 dias em shaker a 130 rpm e 30 °C. Ap6s 10 dias, o pré-indculo foi
transferido para um inoculo de 500ml de meio liquido Sabouroud nas mesmas condicdes e

tempo de cultivo que o pré-inoculo.
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Ao final dos 10 dias, o indculo foi centrifugado a 5000 rpm, 4°C por 12 minutos, 0
sobrenadante foi descartado, foi adicionado agua miliQ estéril e agitamos. A lavagem foi
realizada 3 vezes. No fim das centrifugacGes, o sobrenadante foi descartado, o fungo restante
foi devolvido ao Erlenmeyer com 500ml de agua miliQ estéril por 24 horas nas mesmas

condigdes que anteriormente.

No dia seguinte, o cultivo passou por novas lavagens com centrifuga¢ées como feitas
anteriormente, mas o sobrenadante foi guardado e o fungo descartado. O sobrenadante foi
congelado a -80°C e liofilizado. O produto liofilizado resultante foi ressuspendido em agua e
sonicado por 9 minutos a amplitude de 30%, o produto foi entdo centrifugado e a fracdo soltvel
foi separada da fracdo insoluvel, neste trabalho usamos as fragdes insollveis. As fracdes foram

mantidas a 4°C.

Quantificacao de p-glucanas

A quantificacdo das B-glucanas obtidas foi feito com base no método colorimétrico
fenol-acido sulfurico desenvolvido por Dubois et al (1956). Uma curva de concentraces é feita
usando como amostra agUcar padrdo, essa curva é usada para quantificar as amostras obtidas.
A amostra é adicionada em um tubo de ensaio contendo 500uL de fenol 4% e 2,5 mL de acido
sulfarico, essa mistura é transferida para uma cubeta e lida em um espectrofotdmetro a 490nm.
A absorbéncia achada é, entdo, jogada na curva feita com o acucar padrdo para determinar a

concentracdo da amostra de interesse.

Animais

Foram utilizados 127 animais da linhagem Swiss entre 8 a 12 semanas de idade
provenientes do Biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia e 16 animais da
linhagem C57/BI6 da mesma faixa etaria foram comprados do Biotério Central da Unicamp e
17 animais da linhagem C57/BI16 Dec 1 KO foram comprados do Biotério Central da Unicamp
.Todos os experimentos usando animais foram aprovados pelo comité de ética e estdo descritos
no CEUA n° 18/2019.
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Inducéo de colite

A inducdo de colite foi feita com o Dextrano Sulfato de S6dio (DSS) na concentracéo
de 2% na mamadeira de 4gua dos camundongos por um total de 6 dias. O tratamento com [ -
glucanas foi feito apds protocolo de obtengdo de B-glucanas descrito acima. Cada animal
recebeu 100ug de B-glucana em um volume de 100puL como tratamento por 3 dias antes do
inicio da administracdo de DSS ou nos 3 ultimos dias de administracdo de DSS, conforme tabela
abaixo (tabela 1). Fezes foram coletadas diariamente. No sétimo dia, 0s animais foram
eutanasiados por asfixia por meio da camara de CO2 e tiveram seu intestino e conteudo fecal

recolhidos para analises futuras.

Sadios Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Coleta

DSS Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B -glu

DSS

Coleta

Tratamento | Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Prévio B -glu

DSS

Coleta
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Tratamento | Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Posterior B -glu

DSS

Coleta

Tabela 1 - Desenho experimental do experimento com modelo murino de colite, tanto para os
camundongos selvagens como 0s knockouts para o receptor de Dectina-1. Os grupos Sadio, DSS, Tratamento
Prévio e Tratamento Posterior tiveram fezes coletadas durante todo o experimento (verde), a indugéo de colite foi

feita por sete dias (azul) e a administragdo de B-glucana foi feita antes ou ap6s a indugéo (coral).

Animais da linhagem C57BI/6 com idades entre 8 e 12 semanas foram divididos em
grupos experimentais conforme exemplificado nos materiais e métodos deste trabalho (Tabela
1). O grupo controle recebeu &gua comum sem aditivos durante todo o processo, 0 grupo apenas
com DSS recebeu o dextran na agua sem qualquer tratamento com [ -glucanas, o grupo de
tratamento prévio recebeu trés dias de tratamento com [ -glucanas, sendo uma dose diaria de
100ug em um volume de 100uL por gavagem, antes de receberem DSS na dgua e 0 grupo com
tratamento posterior recebeu as trés doses diarias de  -glucana apds o inicio da administragdo
de B -glucanas, conforme esquemas encontrados no material e métodos. O mesmo protocolo foi
feito para os animais knockout para Dectina 1.

Real Time PCR

As amostras intestinais foram colocadas em eppendorfs e adicionado 1ml de Qlazol
lysis (QIAGEN), as amostras foram levadas ao tissue lyser por 15 minutos totais alternando em
5 minutos no gelo e 5 minutos no aparelho até completa lise do tecido. Foi adicionado 0,2ml de
cloroformio, as amostras foram homogeneizadas e incubadas por 3 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, a parte aquosa foi
transferida para um eppendorf RNAse free. Foi adicionado 0,5 ml de isopropanol a amostra e
incubada por 10 minutos e centrifugada novamente nos mesmos padrdes. O sobrenadante foi
descartado e a amostra foi lavada duas vezes com 1ml de alcool 75% e centrifugada a 7500g

por 5 minutos a 4°C. A amostra foi ressuspendida em agua RNAse free.
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A amostra de RNA foi transformada em cDNA por meio do kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits da AB conforme orientagOes do fabricante, 2ug de RNA foram
separados em 10uL de agua nucleasse free e adicionados de 10pL de 2x RT Master Mix (2uL
10x RT Buffer, 0,8uL 25x dNTP Mix, 2uL RT Random Primers e 4,2 uL de d4gua nucleasse
free). As amostras foram colocadas em um termociclador onde ficaram por 10 min a 25°C, 120
min a 37°C e 5 min a 85°C. O cDNA foi usado para a reacdo de PCR em tempo real usando Kit
de GoTag® gPCR Master Mix da Promega conforme instrucdes do fabricante usando o gene
RSP9 para controle enddgeno da expressdo. Cada amostra era composta de 5uL de GoTAQ
Master Mix, 2uL de cDNA, 2,6uL de agua deionizada e 0,2mM de cada oligonucleotideo
especifico forward na reverse. A reacéao foi feita com 2min a 50°C, 5min de 95°C e 30 ciclos
alternados entre 3 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. A ciclagem foi setada para o reagente

SyBr e corrida no modo Fast. Para controle, usamos o gene enddgeno RSP9.

Analises histopatoldgicas

As amostras intestinais dos animais foram acondicionadas em cassetes e mantidas em
formol até o seu encaminhamento ao Laboratorio de Patologia Animal Histopato ou ao
laboratdrio de Imunohistoquimica de Brasilia. As amostras foram processadas e os cortes de
5mm foram corados com HE. As andlises das amostras foram realizadas com o auxilio da
professora da Faculdade de Medicina, Dr. Leonora Vianna e do Dr. Floréncio Figueiredo

Cavalcanti Neto.

Resultados

Influéncia da p-glucana na indugdo de colite em modelo experimental.

Para determinar a influéncia da microbiota intestinal no modelo de colite induzida pela
administracdo oral de Dextrano Sulfato de Sodio (DSS), camundongos C57BI/6 foram
divididos em grupos experimentais que receberam ou ndo DSS na &gua por sete dias, tratados
ou ndo com as B-glucanas. Durante o periodo de 7 dias, amostras de fezes foram colhidas
diariamente, para avaliar a mudanca na microbiota destes animais. No sétimo dia, 0s animais

tiveram seus intestinos retirados onde o célon e o ceco foram separados e tiveram seu contetdo
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retirado. O tecido intestinal foi separado para realizacdo de RT PCR e para analise
histopatologica.

Como controle, animais normais foram tratados com 3 diferentes concentragdes de p-
glucana (100, 200 e 400 pg/camundongo) durante 3 dias. Apos 7 dias do ultimo tratamento o
cblon dos animais foi retirado e foram realizadas analises histopatoldgicas. Em nenhum dos
animais, independentemente da concentragéo de p-glucana, observou-se alteragdes nos padroes
normais do tecido, demonstrando que a B-glucana sozinha nédo é capaz de induzir um perfil

inflamatdrio, mesmo em doses altas (Firgura 8).
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Figura 7 - L&minas de histopatologico de tecido intestinal retirado
do colon dos animais. Os grupos foram tratados com 100ug de B-

glucana (1x), 200ug (2x) ou 400ug (4x) e um grupo recebeu PBS

como controle.

Assim como os animais do grupo normal (sem administragdo do tratamento ou de DSS),
0s animais que somente receberam o tratamento com a B-glucana apresentam um intestino
saudavel tanto no coldn proximal quanto no ceco. Os animais do grupo DSS, com o quadro de
colite, apresentaram um padrdo de inflamacdo nos tecidos, analisados com caracteristicas
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inflamatorias como edema e necrose. No grupo tratado previamente com a B-glucana, a
inflamacdo é diminuida em comparacéo com o grupo colite. Avaliamos também se o tratamento
posterior a indugdo da colite com B-glucana também apresentaria um papel anti-inflamatério,
porém o processo inflamatorio foi exacerbado, com deterioracdo da mucosa e presenca de

sangue nas fezes dos animais (Figura 9).
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Figura 8 - Imagens de histopatolégico de Ceco e Coldn dos animais WT. Imagens A, C, E e G sdo
laminas feitas a partir do cdlon proximal e as imagens B, D, F e H foram feitas a partir do ceco. As
setas pretas apontam destruigdo tecidual causada pela inflamacéo.
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Para confirmar os achados dos tecidos com diferentes graus de inflamacéo, os foram
analisados os genes relacionados a inflamacdo e que estavam expressos no tecido. Os genes
relacionados com a resposta inflamatdria e que estavam expressos apds a administracdo de DSS
foram IL-1p, IL 22, Lipocalin 2, PTX3, STAT 1, TBET e TNF-a, que sdo genes relacionados
com um perfil inflamatorio. Somente a administragdo de P-glucana apresentou aumento da
expressdo dos genes relacionados com uma resposta mais anti-inflamatoria. Quando a f-
glucana foi administrada antes da inducdo da colite, os genes relacionados com a resposta
inflamatdria ndo apresentaram um aumento de sua expressdo com excecdo da o IL-22, apesar
de ser uma citocina pré-inflamatdria em outros tecidos, no intestino apresenta um papel oposto.
Outro gene que teve uma regulacéo positiva foi o PTX3, apesar de ndo ter havido aumento de
TNF-a (Figura 10).
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Figura 9 - PCRs do experimento de colite com animais WT feito para os
genes GATAS, IL1beta, IL22, Lipocalin2, PTX3, STATL, TBET e
TNFalpha. Os quadrantes superiores mostram 0s grupos sem administracdo
de B-glucana (bgl-), os inferiores representam os grupos com com a
administracdo de B-glucana (bgl+). Os quadrantes da direta sdo 0s grupos
que tiveram colite induzida por DSS (dss+) e 0s quadrantes da esquerda, 0s
grupos que ndo tiveram colite (dss-).

O efeito da B -glucana usada, como mencionado anteriormente, é obtido por meio de
reconhecimento da molécula pelo receptor de Dectina-1. Para demonstrar que o efeito obtido €
dependente desta via, animais knockout para o receptor em questdo foram submetidos ao
mesmo desenho experimental mostrado anteriormente para colite, uma vez que ja havia sido
demonstrado que a B-glucana utilizada neste projeto era capaz de interagir eficientemente com
0 receptor dectina-1. Para demonstrar que o efeito anti-inflamatoério observado era dependente
desta via, animais knockout para o receptor Dectina-1 foram submetidos ao mesmo desenho
experimental com inducdo com tratamento e inducao de colite (Figura 11). Os animais foram
divididos nos grupos experimentais mostrados anteriormente e 0s animais seguiram 0 mesmo

cronograma experimental que os animais selvagens.

A analise histopatoldgica comprova uma piora na inflamacdo e na integridade da
mucosa no grupo DSS e que ndo foi tratado com a B-glucana. O tratamento com a B-glucana

ndo mudou o padrdo inflamatdrio do tecido, com destruicdo da mucosa, como observado nos
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Préyio DSS

Tratamento

Figura 10 Imagens de histopatoldgico do Ceco e Colon dos animais KO para dectina-1. Imagens A, C, E e G sdo laminas
feitas a partir do colon proximal e as imagens B, D, F e H foram feitas a partir do ceco. As setas pretas apontam
destruicdo tecidual causada pela inflamacéo.

animais selvagens que receberam o mesmo tratamento, mostrando que o receptor de dectina-1

é importante para o efeito anti-inflamatério da molécula (Figura 11).

A microbiota dos animais knockout para Dectina-1 também foi sequenciada e
caracterizada no laboratério do Prof.Dr. Christian Hoffman, sendo entdo comparada com a dos
animais selvagens. A microbiota dos animais KO exibe ndo s6 uma mudanca de microbiota
com a administragdo de B-glucanas, quanto uma microbiota inicial diferente da encontrada nos
animais WT (Figura 12). Diferentemente do que se observou para os animais selvagens, 0s
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animais KO para dectina-1 apresentaram uma mudanca no perfil no seu padrdo de bactérias

muito inferior, demonstrando a importancia deste receptor no modelo estudado.
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Figura 11 Caracterizacdo da microbiota intestinal em animais WT (A) e Knockout para o receptor
Dectina-1 (B) nos dias TO1 (vermelho) e TO3 (verde). Os animais receberam tratamento com [-
glucana e as populagGes microbianas foram comparadas entre o inicio do tratamento e ap6s a
modificacdo gerada pelo tratamento.

Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a administragdo de B-glucana obtida do cogumelo
G. lucidum seria capaz de modular duas patologias cuja microbiota ja foi descrita como

importante na evolugdo da doenca.

No modelo experimental de colite a homeostase da mucosa é rompida com a administracdo de
DSS gerando um quadro inflamatério agudo que se assemelha muito a colite humana. A colite
induzida por DSS, usada neste trabalho, foi bem-sucedida gerando aumento da expressao de
genes pro-inflamatodrios além de gerar danos aos tecidos intestinais. A administra¢do da f3-
glucana de Ganoderma lucidum anteriormente a inducéo de colite, gerou uma resposta
inflamatoria diminuida. No entanto, a administracdo posterior a inducgdo da colite maximiza

os efeitos da inflamacéo.

A colite induzida por DSS gera uma reposta inflamatdria que, inicialmente, era relacionada
com uma reposta Th2 (IL-5) mas ja foram demonstrados que fatores de resposta Th1 (TNF a)
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e Th17 (IL-17 e IL-23) sdo importantes nesse quadro inflamatdrio (Sands 2007; Fuss 1996).
A resposta inflamatoria esté diretamente relacionada com a sintomatologia da colite.
Producéo de citocinas pro-inflamatdrias como, IL-1. IL-6, IL-33 ¢ TNF o ajudam na
manutencdo e piora do quadro enquanto citocinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-37 e

TGFp diminuem os efeitos danosos da inflamagao (Tatiya-aphiradee 2018).

Dados prévios do laboratério ja tinham observado que o tratamento com a p-glucana sé
alterava a populacdo microbiana do intestino de animais saudaveis depois de 3 dias de
tratamento, o que descartava a influéncia da metabolizacdo do carboidrato e sugeria a

participacdo da ativacao da resposta imune neste quadro (Figura 12).

O receptor que reconhece a 3 -glucana, dada como tratamento, é a Dectina-1, e apresenta
um papel dual no intestino. A funcdo primaria da ativacdo deste receptor é a eliminacdo e
protecdo do corpo contra fungos patogénicos pelo reconhecimento das moléculas na parede
celular destes organismos, porem j& foi mostrado também o papel do receptor Dectina-1 na
resposta inflamatdria como um potencializador da inflamag&o (Yoshitomi 2005). Inicialmente
0 papel do receptor Dectina-1 no intestino foi associado a melhora da inducdo da colite por
DSS. lliev e colaboradores (2012) observaram um aumento na producdo de mediadores
inflamatorios que levaram a um quadro mais grave da colite induzida por DSS em camundongos
KO para o gene que codifica o receptor dectina-1, demonstrando apesar do seu papel protetor
em infecgdes fungicas, no intestino estava associado a resposta inflamatéria. Utilizando o
mesmo modelo experimental em camundongos germ free, Tang e colaboradores (2015)
mostraram um efeito contrario, onde os camundongos knockouts para este receptor eram mais
resistentes a colite quando comparados ao tipo selvagem. A importancia da microbiota deste
modelo foi verificada quando a transferéncia desta microbiota dos camundongos KO resistente
para o tipo selvagem germ-free conferiu resisténcia a colite. Os autores observaram que a
auséncia do receptor dectina-1inibiu a producdo de peptideos antimicrobianos, permitindo um
aumento na populacdo de Lactobacilli, e consequentemente aumento das células T regulatorias.
No entanto, quando nesta microbiota observou-se a presenc¢a da Candida tropicalis, o fendtipo
de resisténcia foi alterado para o de susceptibilidade & inducéo da colite (lliev et al., 2015),
sugerindo que esse papel duplo da dectina-1 é altamente dependente da composi¢do da

microbiota.

Os AMPs séo pequenas proteinas secretadas por células do epitélio intestinal, células

do sistema imune ou células de paneth. Dentre os AMPs secretados, a familia S100A formada
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por varios AMPs entre eles a calprotectina, que é eficaz na supressdo do crescimento de
bactérias e a familia Reglll, que atacam especificamente bactérias gram-positivas, merecem um
foco maior (Gallo and Hooper, 2012; Cash et al., 2006; Lehotzky et al.,2010)

A citocina IL-22 é capaz de induzir resposta inflamatoria no corpo, mas no intestino
exerce uma funcdo diferente. No tecido intestinal, a expressdo de IL-22 ajuda na manutencéo
da integridade tecidual e da produgdo de muco agindo na cicatrizagéo e na recuperacao tecidual,
sendo assim, 0 aumento da expressdo de IL-2 nos animais tratados anteriormente com [-
glucana sugere uma integridade tecidual maior do que a encontrada nos controles (Sugimoto
2008; Mizoguchi 2018). Outro marcador inflamatério que esta modulado no modelo da colite
é a expressdo do gene da pentraxina 3 (PTX3), que é expresso por diferentes tipos celulares,
particularmente pelos fagocitos mononucleares, células dendriticas, fibroblastos e células
endoteliais em resposta a estimulos inflamatérios. O PTX3 é produzido e rapidamente
secretado, se ligando com alta afinidade a proteina C1q do sistema complemento, proteina 6 de
matriz extracelular induzida elo TNF-a ¢ alguns micro-organismos como o Aspergillus
fumigatus e Pseudomonas aeroginosa. O PTX3 facilita o reconhecimento dos patégenos uma
vez que pode ser reconhecido por receptores do Sc ou pelo receptor Dectina-1 (Savchenko et al
2011). No modelo de colite estudada neste trabalho, esta relacionado também com o processo
inflamatorio induzido na colite. Observou-se altos niveis de expressdo de PTX3, indicando uma
colite mais severa, porém nos animais tratados com B-glucanas previamente, o nivel de
expressao deste gene apresentou-se diminuido em comparagcdo aos animais sem tratamento,
indicando uma diminuicao na inflamacéo associada a colite (Savchenko et al 2011). No grupo
tratado apenas com a fracdo, o aumento do nimero de transcritos de PTX3 pode indicar uma
maior infiltrado celular na &rea intestinal, porém sem caracterizar uma inflamacao, ja que esta

nao é corroborada nos outros marcadores inflamatérios dosados.
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No modelo usado neste trabalho, os camundongos sé&o livres de patégenos, mas ndo
germ free e a estimulacdo do receptor dectina-1 pelas B-glucanas protegeu o camundongo da
inducdo de colite, pela modulacdo da populagéo bacteriana, como 0 aumento da Akkermansia.

A auséncia deste receptor manteve o padréo inflamatorio observado nos animais selvagens sem

tratamento.
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Figura 12 Via de ativacdo celular desencadeada pelo estimulo com glucanas na presenca ou
auséncia de dectina-1. Modificado de lliev et al., 2015

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os resultados encontrados por
Xie e colaboradores (2019) onde animais que receberam dieta suplementada com B-glucanas
de G. lucidum apresentaram sintomas mais brandos de colite do que os controles receberam
dieta sem a suplementacdo. De acordo com o mesmo autor, a suplementagdo com f-glucanas é
capaz de promover o0 aumento na populacdo de Ruminococcus que sdo capazes de aumentar a
secrecdo de SCFA além de diminuir as populacdes de linhagens possivelmente patogénicas
como a Escherichia—Shigella. Dados do nosso trabalho mostraram que a $-glucana utilizada foi
capaz de conter o crescimento de E. coli, um mecanismo que pode corroborar com o0 processo

inflamatdrio no intestino (Figura 13).
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A suplementacdo de dieta com B-glucana do G. lucidum tem mostrado resultados
promissores em reduzir outras patologias intestinais, como o desenvolvimento de céncer
colorretal com uma mortalidade 30% menor do que os grupos controles e diminuicdo da
inflamacdo em quadros de doenca de Chron, aumentando a robustez dos resultados de tal
tratamento ser efetivo na prote¢do do tecido intestinal tanto no cenario de carcinogénese quanto
na colite associada a esse quadro. (Luo et al 2018; Sliva et al 2012; Liu 2015),

Em resumo, observamos neste trabalho que o tratamento prévio com fracdes de f -
glucana do G. lucidum preveniram o quadro de colite induzida por DSS. Tal melhora pode ser
explicado tanto pela contencgéo direta do crescimento de algumas populacGes presentes na
microbiota, como foi visto com E. coli, como pela modulacdo da expressdo de citocinas
inflamatdrias induzidas por meio de reconhecimento pelo receptor Dectina 1 e seus efeitos
subsequentes ou pela modificacdo da microbiota frente ao tratamento. A importancia

independente de cada um destes fatores ainda deve ser estudada.
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Capitulo 11

Introducéo

Doenca de Parkinson

As doengas neurodegenerativas se baseiam na incapacidade do corpo em regenerar
certas linhagens de células neurais, causando danos em fungdes que dependem de tais vias. A
doenca de Parkinson é uma doenca multifatorial e com determinantes genéticos ainda pouco
conhecidos, apesar de 10% dos pacientes terem antecedentes na familia. Com o aumento da
expectativa de vida, houve um aumento consideravel de casos de Doenca de Parkinson, hoje
totalizando 1-2% de pessoas acima de 65 anos e 4-5% em pessoas acima de 85 com a doenca.
A estimativa atual é que existam 6,3 milhdes de pacientes diagnosticados com a doenga e que

em 2030, esse nimero chegue em 8,3 milhGes de acometidos (Pavlou et al 2017).

A morte de neurénios dopaminérgicos e a incapacidade de reposicdo destes neurénios
causam o quadro clinico de Parkinson. A perda neuronal ¢ dada devido ao acimulo de a-
sinucleina, uma proteina abundante nos terminais pré-sinapticos que, em condi¢fes normais, é
quebrada e eliminada sem causar danos. Contundo, na Doenca de Parkinson, estas proteinas se
apresentam aglomerados, com conformacdes anormais, denominados corpusculos de Lewis.
Estas proteinas alteram o funcionamento mitocondrial e consequente causam a morte celular.
(Burré et al 2018).

A reducdo do nimero de neur6nios dopaminérgicos da via nigroestriatal leva o paciente
a apresentar problemas de controle motor, tendo como manifestacdes clinicas o tremor,
dificuldade de iniciar movimentos, instabilidade postural e bradicinesia. Concomitantemente,
ha& o surgimento de sintomas ndo motores como a depressdo, apatia, dores e dificuldades no

controle de movimentos peristalticos (Jankovic 2008).

A dopamina é um neurotransmissor importante no aprendizado, movimento, humor e
emoc0Oes. Pertencente a familia das catecolaminas, a dopamina exerce diferentes fungdes no
cérebro e no corpo e é reconhecida pelos receptores D1, D2, D3, D4 e D5 que estdo distribuidos
pelo cérebro. A dopamina esta relacionada a motivacgdo e ativacao do sistema de recompensa,

além de ser um precursor natural de noradrenalina e adrenalina (Chakravarthy, S et al 2018).

Aproximadamente 50% da dopamina periférica é produzida no intestino por nervos
entéricos e células intestinais epiteliais, apresentando diferentes afinidade aos diferentes tipos
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de receptores (D3 > D5 > D4 > D2 > D1). Estes receptores estdo presentes nas células intestinais
e em células do sistema imune inato e adaptativo presente no intestino. Essa diferenca de
afinidade e a distribuicdo destes receptores € responsavel pela diversidade da modulacéo do

sistema imune e o trato intestinal pela dopamina (Xue et al 2018).

O diagndstico da Doenga de Parkinson é feito clinicamente a partir de critérios pré-
estabelecidos para fechar o diagnostico de Parkinson ou um diagndstico alternativo (Tolosa et
al 2006). Exames de imagem e exames histopatoldgicos post mortem podem ser usados para
respaldar o diagndstico (Pagano et al 2016). O tratamento dessa enfermidade é feito com
medicamentos que aumentam o nivel de dopamina no cérebro, tentando restaurar as fungdes
normais e diminuir os sintomas da doenca. A dopamina ndo pode ser administrada diretamente
por ser incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica para atingir seu alvo, entdo sdo
utilizados precursores da dopamina que conseguem atravessar a barreia hematoencefalica e sdo
convertidos em dopamina no cérebro, como a L-dopa, agonistas do receptor de dopamina que
mimetizam o efeito da dopamina no cérebro como bromocriptina e o pergolide ou inibidores de
monoamina oxidase (MAO B) e Catecol O-Metiltransferase (COMT) que sdo enzimas
responsaveis pela quebra e metabolizacdo da dopamina. Também podem ser administrados
amandatina e anticolinérgicos que contribuem para a diminui¢do dos sintomas motores (Ferri
FF 2018; Tarsy D 2018).

Estudos recentes mostram que a microbiota intestinal é responsavel por parte da
producdo de serotonina, um importante neurotransmissor. Mudancgas na microbiota geram
diferencas no comprometimento motor dos pacientes com Parkinson, podendo apresentar
melhoras significativas. A comunicacgdo entre o intestino e o sistema nervoso central se da por
trés vias: (a) producdo de acidos graxos de cadeia curta, (b) o nervo vago e (c) o sistema imune.
Pela capacidade da microbiota de modular o sistema imune, a neuroinflamacdo presente nas
doencas neurodegenerativas também é diminuida na auséncia de populagdes microbianas

produtoras de &cidos graxos de cadeia curta (SCFA) (Sampson et al 2016).
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Objetivo
Obijetivo Geral

Sabendo da atividade da B-glucana na microbiota bacteriana de camundongos e do efeito
da microbiota sobre doencas como colite e Doenca de Parkinson, o objetivo deste trabalho foi
determinar a importancia da modulacdo da microbiota bacteriana pelo Ganoderma lucidum em
modelos murinos experimentais de colite induzida por sulfato de sodio dextran (DSS) e
Parkinson induzido por 60HDA (6-hidroxidopamina).

Obijetivos especificos
1. Avaliar o impacto da auséncia da microbiota bacteriana na capacidade

motora de animais submetidos a indugéo de Parkinson.

2. Avaliar o impacto da administracdo de Ganoderma lucidum, na capacidade

motora de animais submetidos a inducdo de Parkinson.
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Materiais e Métodos
Inducéo de Parkinson

No modelo experimental de doenca de Parkinson, os animais Swiss seguiram um
protocolo de indugdo com 6-hidroxidopamina (60OHDA) por injecdo intracerebral (Thiele
2012). Os animais foram divididos entre os grupos experimentais de maneira aleatéria e 0s
animais dos grupos sem microbiota receberam um mix de antibidticos que consiste em
vancomicina (50mg/kg), kanamicina (100mg/kg), ampicilina (100mg/kg) e metronidazol
(100mg/kg), que foi administrado por meio de gavagem em um volume de 100ul por animal a

cada 12 horas por um periodo de 10 dias.

No 11° dia, os animais foram anestesiados usando ketamina(150mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) injetados via intra-peritonial. Anestesiados, os animais foram imobilizados em um
esterotaxico, tiveram o local da cirurgia limpo com iodo, os pelos cortados, anestesia local
aplicada afim de diminuir sangramentos e quaisquer desconfortos e o cranio exposto, o cranio
aparente foi limpo usando agua oxigenada 10 volumes e, finalmente, a 60HDA injetada no
cerebro de acordo com as coordenadas: Antero Posterior = +1,0; Meso Lateral= +1,8 e Dorso
Ventral= -3,5 a partir do bregma com o auxilio de uma broca cirdrgica. Apos o procedimento,
o local da perfuracao é fechado com um curativo de algod&o e o cranio exposto € coberto com
acrilico auto polimerizante. ApGs a cirurgia, os animais ficavam em ambiente aquecido até
retomada de consciéncia. Durante os 3 primeiros dias de p6s-operatorio, 0s animais receberam
uma injecdo diaria de 500ul de soro glicosado subcutaneo e oferecimento de alimento (racédo

batida com soro glicosado) para facilitar a alimentacéo.

Nos trés dias antes da cirurgia os animais foram submetidos a treinamentos no RotaRod
por 5 minutos intercalados com 5 minutos de descanso por 5 vezes. No quinto dia apos a
cirurgia, os animais foram desafiados com RotaRod por no maximo 5 minutos para medir a
capacidade motora ap0s a inducao da doenca, para determinar capacidade motora. O teste mede
0 tempo em que o0 animal consegue permanecer em cima de uma roda em movimento continuo.
A permanéncia do animal no aparelho por cinco minutos confere a ele uma capacidade motora

saudavel, tempos menores indicam uma capacidade motora diminuida.

No sétimo dia apds a cirurgia, os animais foram injetados com apomorfina (0,00057mg
por animal) subcutanea e ap6s 30 minutos, os animais foram observados por 5 minutos e
tiveram a quantidade de giros contada para estimar o tamanho da leséo causadas. A apomorfina

€ um agonista dopaminérgico e sua aplicagdo gera rotacGes contralaterais, a quantidade de giros
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é proporcional ao tamanho da lesdo. Apds o teste de apomorfina, os animais foram eutanasiados
por asfixia com uso de cAmara de CO2. Intestino foi retirado para andlises futuras.

Os animais foram divididos em: um grupo com animais sadios que nao passaram por
nenhuma cirurgia (Grupo Controle), um grupo de animais sadios que passaram pelo
procedimento cirargico mas que tiveram solucdo salina injetada ao invés de 60HDA (Grupo
SHAM), um grupo sadio que passou pelo procedimento cirdrgico com a inje¢cdo de 60HDA
(Grupo 60HDA), um grupo com a microbiota diminuida que passou pelo processo cirdrgico
mas que tiveram solucdo salina injetada ao invés de 60HDA (Grupo SHAM+AB), um grupo
com a microbiota diminuida que passou pelo procedimento cirdrgico com injecdo de 60HDA
(Grupo 60HDA+AB). O modelo utilizado tem uma alta taxa de mortalidade e por isso, foi feito
um n=7 para o0s experimentos sem adi¢do de B -glucanas e com n=5 para 0s experimentos com
adicdo de B -glucana, para atingir uma relevancia estatistica minima desejavel dentro das

limitagGes impostas pela mortalidade excessiva.

Controle

11

12

13

14

15

16

17

Antibibticos

RotaRod

Cirurgia

Pds-Operatério

Apomorfina

Tabela 2 - Desenho experimental de inducdo de Parkinson - Grupo Controle.

Administracdo de antibioticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia

(azul), o pbés-operatorio (amarelo), a administragdo de B-glucana (rosa) e o teste de

apomorfina/sacrificio (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.
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Controle 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 (10|11 12 |13 |14 |15 |16 |17

Antibibticos

RotaRod

Cirurgia

Pds-Operatdrio

Apomorfina .

Tabela 3 - Desenho experimental de inducdo de Parkinson - Grupo Controle sem Antibidticos.

Administracdo de antibioticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia
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azul), o pos-operatorio (amarelo), a administragdo de B-glucana (rosa) e o teste de

apomorfina/sacrificio (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.

60HDA

10

11

12

13

14

15

16

17

Antibibticos

RotaRod

Cirurgia-60HDA

P&s-Operatério

Apomorfina

Tabela 4 - Desenho experimental de inducéo de Parkinson - Grupo SHAM (cirurgia sem

injecdo de droga). Administracdo de antibidticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod

(verde), a cirurgia (azul), o pos-operatorio (amarelo), a administragdo de B-glucana (rosa) e o

teste de apomorfina/sacrificio (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.

SHAM

10

11

12

13

14

15

16

17

Antibiéticos

RotaRod

Cirurgia-salina

P&s-Operatério

Apomorfina

Tabela 5 - Desenho experimental de indugdo de Parkinson - Grupo 60HDA (cirurgia

com injecdo da droga). Administracdo de antibidticos (coral), o treinamento/desafio com
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RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o p6s-operatorio (amarelo), a administragdo de B-glucana

(rosa) e o teste de apomorfina/sacrificio (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.

SHAM+AB 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 (10|11 (12 |13 |14 |15 |16 |17

Antibidticos

RotaRod

Cirurgia-salina

Pds-Operatdrio

Apomorfina .

Tabela 6 - Desenho experimental de inducdo de Parkinson - Grupo SHAM +AB
(cirurgia sem injecdo da droga e com administracdo de antibioticos). Administracdo de
antibidticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o p6s-
operatdrio (amarelo), a administragdo de B-glucana (rosa) e o teste de apomorfina/sacrificio

(preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.

60HDA+AB 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16

17

Antibibticos

RotaRod

Cirurgia-60OHDA

P&s-Operatério
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Tabela 7- Desenho experimental de inducdo de Parkinson - Grupo 60HDA +AB
(cirurgia com injecdo da droga e com administracdo de antibioticos). Administracdo de
antibiodticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o pds-
operatorio (amarelo), a administracao de B-glucana (rosa) e o teste de apomorfina/sacrificio

(preto) especificados dentre os 17 dias do experimento.

60HDA BG 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 10|11 12|13 |14 |15 |16

17

Antibidticos

RotaRod

Cirurgia

Pds-Operatdrio

B -glucana

Apomorfina

Tabela 8 - Desenho experimental de indugéo de Parkinson - Grupo 60HDA +AB + BG
(cirurgia com injecdo da droga; com administracdo de antibidticos e com tratamento com
fracdes de Ganoderma lucidum). Administracdo de antibioticos (coral), o treinamento/desafio
com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o p6s-operatorio (amarelo), a administragdo de B-
glucana (rosa) e o teste de apomorfina/sacrificio (preto) especificados dentre os 17 dias do

experimento.

Analise estatistica

Os gréaficos e andlises estatisticas deste trabalho foram feitos no programa Prism
GraphPad 8.3. O teste estatistico escolhido foi 0 One-way anova, em que a significancia foi
considerada quando com *, quando P <0,05; com **, quando P < 0,01; com *** quando P <
0,001; com **** quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05.
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Resultados

Influéncia da microbiota no desenvolvimento da doenca de Parkinson.

Para determinar a importancia da microbiota bacteriana modulada pelo tratamento com
a B-glucana, no modelo murino da doenca de Parkinson, induzida pela injecéo intracerebral
unilateral de 60HDA no estriato, os animais foram divididos em grupos conforme detalhado
anteriormente. Conforme padronizado previamente, a injecdo intracerebral de 60OHDA gerou
uma lesdo no estriato, especificamente em neurdnios dopaminérgicos, com efeito similar a lesdo

encontrada nos casos naturais de Parkinson (Duty 2011).

Ap0s cinco dias da cirurgia de inducdo da doenga, 0s animais do grupo que tiveram a
droga indutora injetada (60OHDA) apresentam uma diminuicdo da capacidade motora aferida
pela diminuicdo do tempo de permanéncia no RotaRod sugerindo uma indugdo da destruicéo
dos neurdnios dopaminérgicos bem-sucedida, quando comparados com o0 grupo ndo operado
(controle) ou que foram submetidos a cirurgia mas ndo receberam 60HDA (SHAM) (Figura
14).

rotarod wt
400_ : *kkk :
L *kk*k 1
| ns 1
—_ . F———
o 300
w
(@]
T 2004
5
(@]
]
O 1004
0- T T
AN
C N F R
S P X x X
S © N &
0.)\2\ Q,O

Figura 13 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu tempo de permanéncia no RotaRod medido apds
cinco dias da cirurgia. Os grupos controle e SHAM que néo receberam a droga indutora de Parkinson,
apresentam tempo méaximo de permanéncia no aparelho enquanto os os grupos que receberam o indutor
mostram consideravel reducdo no tempo.
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Para analisar se a microbiota era capaz de interferir com o estabelecimento do Parkinson
neste modelo experimental, os animais foram tratados com um coquetel de antibi6ticos. A taxa
de mortalidade no grupo tratado com os antibidticos foi elevada, mesmo levando em
consideracdo o modelo descrito na literatura. A tabela 9 demonstra que o grupo com microbiota
diminuida teve mais que o dobro de mortes quando comparado aos animais com microbiota
intacta. A morte dos animais pode estar associada a uma maior fragilidade destes animais,
reforcando a importancia da microbiota na doenca de Parkinson. Analisamos entdo a

modulacédo dos animais que permaneceram vivos mesmo com o0 uso dos antibioticos.

Mortes por grupo Com injecdo de Salina Com injecdo de 60HDA
Com Antibidticos 0 14
Sem Antibidticos 1 5

Tabela 9 - Morte de animais durante os experimentos dos grupos com ou sem indugéo da doenga e com ou sem diminuigdo
da microbiota.

Conforme demonstrado na figura, a auséncia da microbiota nos animais que
sobreviveram, ndo interferiu nos resultados observados tanto do grupo SHAM quanto do grupo
tratado (60OHDA). (Figura 13).

Apos sete dias ap0ds a cirurgia de inducdo da lesdo, os animais receberam inoculacéo de
apomorfina (sc) para que o tamanho da lesdo pudesse ser estimado. Animais do grupo controle
ou SHAM apresentaram poucos ou nenhum giro contralateral. Os animais tratados com
6HODA apresentaram nimeros maiores de giros, comprovando a inducédo da lesdo cerebral.
No entanto, a administracdo do coquetel de antibi6ticos ndo alterou os resultados observado

nos animais com a microbiota intacta (Figura 15).
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Figura 14 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu nimero de giros contabilizados durante cinco minutos apoés trinta
minutos da injecdo de apomorfina subcutanea. Os grupos controle e SHAM, que ndo receberam a droga indutora,
apresentam nimero nulo de giros enquanto 0s grupos que receberam o indutor apresentam quantidade significativa

de giros.

Considerando que, neste modelo onde grande parte dos animais tratados sucumbiram a
doenca de Parkinson, a presenca da microbiota ndo foi determinante na avaliacdo da doenca,
utilizamos um modulador da microbiota, ja padronizado pelo nosso grupo, a 3 -glucana do
cogumelo Ganoderma lucidum. Conforme descrito anteriormente, a 3 -glucana foi administrada
nos trés primeiros dias de poOs-operatorio por gavagem, na tentativa que a modulacdo a
populacdo bacteriana da microbiota intestinal. Ap6s cinco dias da cirurgia de inducdo do
Parkinson, os animais foram submetidos ao teste de capacidade motora, o RotaRod (Figura 15).
O resultado mostrou que a inducgéo de doenca de Parkinson foi bem-sucedida por apresentar
diferencas estatisticas entre o grupo controle e 0 SHAM e 0s grupos que tiveram a droga
indutora injetada 6HODA. A administracao de -glucanas apds o procedimento cirirgico ndo

alterou a permanéncia dos animais no aparelho. (Figura 16).
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No teste com apomorfina, apos sete dias da administracdo da droga indutora da doenca,

os animais ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos que foram tratados com a 3-

glucana (Figura 17).
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Figura 15 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu tempo de permanéncia no RotaRod medido apés
cinco dias da cirurgia. Os grupos controle e SHAM que néo receberam a droga indutora de
Parkinson, apresentam tempo m&ximo de permanéncia no aparelho enquanto os grupos que

receberam o indutor mostram consideravel redugdo no tempo apesar do tratamento com J3-
glucana (BG) ndo ter surtido efeito.
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Figura 16 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu nimero de giros contabilizados durante cinco minutos apds
trinta minutos da injedo de apomorfina subcutanea. Os grupos controle e SHAM, que ndo receberam a droga
indutora, apresentam ndmero nulo de giros enquanto 0s grupos que receberam o indutor apresentam
quantidade significativa de giros apesar do tratamento com B-glucanas néo ter surtido efeito.

Com base nos resultados apresentados acima, podemos supor que a administracdo de f3-
glucana ap6s inducéo de Parkinson por injecdo de 60HDA ou a administracdo de antibioticos
anteriormente, ndo apresentaram efeito protetivo/deletério no efeito motor da doenca.

Discusséo
O outro modelo que testamos para analisar a atividade das 3 -glucanas foi a doenca
experimental de Parkinson induzido com a 60HDA. Neste modelo ndo observamos qualquer

atividade moduladora na gravidade dos sintomas apresentados.

Estudos recentes mostram que os pacientes com doenga de Parkinson apresentam uma
microbiota pouco diversa e com aumento de populacgdes especificas, independentemente do
estilo de vida destes pacientes. Em modelos animais, ja foi demonstrado a importancia da

microbiota intestinal em animais que desenvolvem a doenga naturalmente ou que tem a doenga
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induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) apresentando uma melhora
significante (p<0,001) em testes motores quando houve o transplante de microbiota de um
animal saudavel para o doente (Langston JW 2017; Sun MF et al 2018). A disbiose encontrada
no Parkinson em modelo animal, tanto natural quanto induzido por MPTP, é um fator

importante na sintomatologia dos acometidos.

Alguns artigos relacionam a perda de diversidade na microbiota, que acontece
naturalmente com o envelhecimento, com o desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas
nesta mesma faixa etaria (Sun MF et al 2018). Infeccdes intestinais, como a infec¢do por
Helicobacter pylori, tiveram sua importancia demonstrada em doengas neurodegenerativas
como a doenca de Parkinson (Shen et al 2017). A inflamacdo induzida pela H. pylori, aumenta
a patogenicidade da doenca de Parkinson e pacientes com PD sdo trés vezes mais provaveis
soro positivos para H. pylori do que controles (Charlett et al 1999). Doencas neurodegenerativas
também foram relacionadas ao crescimento anormal de bactérias no intestino delgado (Fasano
et al 2013).

O desenvolvimento da doenca de Parkinson, causa modificagdes na microbiota que se
afastam muito dos controles de mesma idade e estilo de vida. Entre as mudancas, a supressao
da familia Prevotellaceae e espécies com efeitos anti inflamatérios como as dos géneros
Blautia, Coprococcus, Roseburia e Fecalibacterium, Erysipelotrichaceae e Ruminococcus
além do aumento de géneros de bactérias com resultados pré-inflamatérios como
Enterococcaceae, Proteobacteria e Enterobacteriaceae, Akkermansia, Bifidumbacterium,
Streptococcus e Proteus. Tal mudanca de composicdo, gera agravamento dos sintomas
relacionados a doenca de Parkinson (Scheperjans 2015; Keshavarzian 2015; Hopfner 2017,
Hill-Burns 2017; Hasegawa 2015; Bedarf 2017).

O modelo usado para indu¢do com MPTP tem a droga injetada no peritdnio ja que a
droga ultrapassa a barreira hematoencefalica por ser lipofilica. O modelo ndo gera lesdo pelo
acumulo de a-sinucleina como o modelo natural de Parkinson, mas ele passa por uma
metabolizacdo apos chegar ao cérebro, processo que ndo acontece no modelo de indugéo por
60HDA que tem a injecdo feita ja no local de agdo. Ao passar a barreira hematoencefélica, o
MPTP é convertido em MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina), composto altamente téxico, que é
convertido por meio da monoamino oxidase (MAO B) por meio dos astrocitos (Schober A.
2004). A alta concentracao de MPP+ causa danos na mitocondria e gera morte celular por stress

oxidativo, forma similar a que acontece nos casos de Parkinson natural (Langston JW 2017),
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dentro das células o metabdlito pode se acumular na mitocondria, afetando o processo de
respiracéo celular por impedir a agdo do complexo | mitocondrial (Nicklas et al. 1985; Mizuno
etal. 1987)

Em contrapartida, a injecdo de 60HDA que é um analogo da dopamina, causa morte
celular, também, por disfun¢Bes na mitocondria ja que tal molécula foi especulado ser tdxica
para o complexo 1 mitocondrial (Cleeter et al. 1992; Betarbet et al.2002), mas ndo ultrapassa a
barreira e por isso, ndo apresenta efeitos sistémicos (Ren et al 2019) (Figura 18)

Vesicula
Sinaptica

Figura 17 Mecanismo intracelular de acdo do MPTP e da 60HDA. O MPTP é capaz de atravessar a barreira hematoencefélica,
é metabolizado pelo astrécito e compromete a fungdo mitocondrial. JA a 60OHDA (Schober, A. et al 2004)

Esses dados levantam a hipdtese de que tanto a farmacocinética como a
farmacodindmica destas duas drogas geram diferentes fatores, que sdo determinantes na
importancia da microbiota nestes modelos. Com a administracdo sistémica de MPTP
ocasionada por uma injecdo peritoneal, o efeito obtido, poderia ser dado pela possibilidade de
ligacdo em neurdnios dopaminérgicos periféricos causando efeitos em outros érgdos além do
cérebro, o que explicaria o seu efeito sobre o intestino e a microbiota, apesar de nossos
resultados ndo serem suficientes para confirmar essa hipotese. O tratamento local com 60HDA,
por sua vez, ndo tem agdo sobre 0s neurdnios periféricos e isso explicaria a falta de efeito dessa
maneira de inducdo no intestino e na microbiota.
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Era esperado que com o tratamento com a 3 -glucana, 0s animais tivessem diminuigéo
dos sinais motores de Parkinson pela modificacdo gerada na microbiota como j& foi mostrado
em outros trabalhos que o transplante fecal, ou seja, a troca completa de microbiota gera uma
melhora significativa nos sintomas motores dos animais. Dentre as limitacdes deste trabalho,
a microbiota ndo sequenciada ainda ndo permite que seja afirmado que ndo houve alteracdes na
microbiota podendo ter mudancas que apenas ndo fizeram a melhora desejada nos testes
comportamentais. Também, ndo temos a confirmacdo de que o modelo de microbiota
diminuida com os antibidticos tenha sido efetiva, mas com a ampla gama de antibioticos dados
¢ a modificagdo da microbiota tanto com antibidticos quanto com a  -glucana ndo ter tido
nenhum efeito, é provavel que o modelo em questdo néo altere a microbiota e que o modelo de

microbiota diminuida tenha sido efetivo.

Outra questdo a ser explorada é a avaliacdo dos animais sobreviventes e seu microbioma.
Os animais que sobrevivem a inducdo da doenca e a retirada da microbiota poderiam ser
considerados um grupo onde a microbiota bacteriana intestinal teve uma importancia reduzida
guando comparados aos animais ndo sobreviventes. Tal diferenca pode ter comprometido o

resultado encontrado.

Como sugestdo para futuras analises que responderiam algumas das davidas
apresentadas aqui, estariam o sequenciamento da microbiota para confirmacdo do modelo de
microbiota diminuida e da mudanga da microbiota induzida pelo 60HDA. A administracdo de
B -glucana em um modelo induzido por MPTP para confirmar a melhora esperada e a anélise
do comprometimento de neurdnios periféricos no modelo de MPTP com o uso de bloqueadores

em potencial que ndo ultrapassem a barreira hematoencefalica.

Capitulo 111

Materiais e Métodos
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Atividade da B-glucana em duas populagdes de bactérias

Indculos de E. coli e S. aureus foram cultivados em meio LB liquido por 24 horas em
estufa a 37°C. Os indculos foram colocados em placa de 96 pogos em triplicata biologica. Um
grupo de cada linhagem foi colocado apenas com meio LB liquido e outro grupo de cada
linhagem foi colocado com 100ug de B -glucana por poco. A placa foi colocada no Eon (marca)
por 72h com rotacdo orbital continua e temperatura de 37°C. Os parametros escolhidos foram
usados para mimetizar as condig¢des corporais, como a temperatura de 37°C, a mesma dosagem
dada aos animais e o tempo que ja foi mostrado anteriormente ser necessario para ver as

mudancas na microbiota dos animais tratados.

Resultados

Acio direta da p -glucana

Para confirmar que as mudancas observadas na microbiota foram moduladas pela
administracdo de B-glucanas pela atuacéo direta sobre a modulagéo no sistema imune e nédo por
uma atividade microbicida, foi realizado a cinética de crescimento de uma bactéria gram-
negativa, Escherichia coli (E.coli), e uma gram-positiva, Staphylococcus aureus (S.aureus),

por 72h a 37°C uma vez que estas duas bactérias estdo presentes na microbiota intestinal.

Tanto a E. coli como o S. aureus apresentaram um crescimento exponencial até 30h de
cultivo. A adicdo de B-glucana na cultura ndo interferiu no padréo de crescimento do S. aureus,
0 que mostra que ndo houve uma atividade direta deste carboidrato nas bactérias. Analisando o
crescimento da E. coli incubada com a B-glucana, houve uma diminuicéo significativa do

crescimento destas bactérias durante todo o tempo da cinética (Figura 19).
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Figura 18 E.coli e S.aureus foram cultivadas na presenca (vermelho e roxo) ou na auséncia (azul e verde) de B-glucana
proveniente de G.lucidum. O cultivo foi feito em placa de 96 pogos e mantida no Eon por 72 horas a 37°C com OD (600nm)

sendo medida a cada 30 min.

Apos cinética de crescimento, as amostras de E. coli incubadas ou ndo com a p-glucana
foram lavadas e plagueadas em meio LB solido para determinar se mecanismo da diminuicédo
do crescimento era bacteriostatico ou bactericida. Ap6s 24 horas de incubacdo, as amostras
foram analisadas (Figura 20). Observa-se que as amostras foram capazes de crescer por toda a
placa. O crescimento do controle (esquerda) e do grupo tratado com B-glucana (direita) ndo teve
alteracdes significativas indicando que a fracdo administrada ndo teve acdo bactericida, mas

sim, uma acéo bacteriostatica.
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Figura 19 Placas de meio LB semeadas com a bactéria E.coli na presenga (B) ou na auséncia
(A) de B -glucana por 24 horas a 37°C.
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Concluséao

Os resultados obtidos nesse trabalho, mostram um potencial tratamento preventivo feito
com a fracdo insoluvel da B-glucana em situacdes de crises inflamatorias recorrentes como a
colite. Esse tratamento é feito tanto pela modulacdo do sistema imunol6gico do hospedeiro
quanto pela acdo direta da B-glucana que precisa ser melhor elucidada. No modelo de Parkinson,
0 modelo escolhido com aplicacdo local do indutor, se mostrou nédo efetivo para o estudo da

influéncia da microbiota e novos ensaios com um modelo alternativo se mostram necessarios.
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Lista de Abreviaturas

AB
°C

ML

MY
MM
AMP
cDNA
CLR
cm
CcO2
COMT
DNA

DSS

MAO B
mL
mM

mg
MPTP
NF-xB

ng

Antibidticos
Graus Celsius
Microlitro
Micrograma
Micromolar
Peptideos antimicrobianos
DNA Ciclico
Receptores de Tipo Lecitina
Centimetros
Dioxido de Carbono
Catecol O-Metiltransferase
Acido Desoxirribonucleico
Sulfato de Sodio Dextrano
Forca Centrifuga Relativa
Interleucina
Receptor de Citocinas da Familia IL-1
Metro
Monoamino Oxidase
Mililitros
Milimolar
Miligrama
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
Fator Nuclear kappa B

Nanograma
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nm
PAMP
PCR
pH
RNA
RPM
SDB
SNC
SyK
Th
TLR
TNF
02
UnB
USP
WT

60HDA

Nanémetro
Padrdo Molecular Associado a Patdgenos
Reacdo em Cadeia da Polimerase
Potencial Hidrogenidnico
Acido Ribonucleico
Rotagdes por Minuto
Sabouraud Dextrose Broth
Sistema Nervoso Central
Tirosina Quinase Esplénica
Linfécito T Auxiliar
Receptor do Tipo toll
Fator de Necrose Tumoral
Oxigénio
Universidade de Brasilia
Universidade de So Paulo
Wild Type — Animal selvagem

6-hidroxidopamina
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