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RESUMO

A dengue € um grave problema de saude publica, provocando altos indices de
morbidade e mortalidade, gerando impactos econdmicos na sociedade na tentativa de
minimizar esses indices. O virus tem como alvo algumas células do sistema
imunologico como células dendriticas, macréfagos, mondcitos, células endoteliais e
hepatocitos também sdo atingidas. N&o existe ainda nenhuma opcdo terapéutica eficaz
para tratar e/ou atenuar os sintomas causados pelo dengue. Trabalhos cientificos com
fungos do género Pleurotus vém demonstrando excelentes resultados terapéuticos como
acOes antivirais, antiartritica e anticancerigena, utilizando os exopolissacarideos (EPS)
produzidos por eles. Desta forma o objetivo deste foi avaliar “in vitro” o possivel efeito
antiviral e imunomodulador de Pleurotus eryngii em linhagem de hepatécitos HUh- 7
infectados pelo virus dengue. A pesquisa consistiu em duas etapas: na primeira foi
realizado o cultivo do fungo por fermentacdo submersa para obter a biomassa micelial e
0 extrato bruto de onde foram extraidos os exopolissacarideos. Na segunda etapa, o
objetivo foi avaliar quais e quantas concentracbes de EPS ndo eram toxicas para célula
para em seguida infectar as mesmas e trati-las com as concentracGes viaveis. ApoOs esse
tratamento foi medida a quantidade de IL8 para os resultados de imunomodulacdo, e
medidas as dosagens NS1 com o intuito de evidenciar um possivel efeito antiviral. A
extracdo dos EPS foi realizada com sucesso apartir da fermentacdo submersa e todas as
concentragdes testadas foram vidveis & célula. Os ensaios antiviral e imunomodulador
ndo demonstraram efeito antiviral e imunomodulador contra o virus dengue e por ter
sido feito apenas uma vez, ndo foram conclusivos, deverdo ser repetidos pelos menos

duas vezes para estarem estatisticamente confiavel.

Palavras chave: exopolissacarideos ; IL8; NS1,; citotoxidade; fungo



ABSTRACT

Dengue is a serious public health problem, causing high rates of morbidity and
mortality, generating economic impacts on society in an attempt to minimize these
indices. The virus targets some cells of the immune system such as dendritic cells,
macrophages, monocytes, endothelial cells and hepatocytes are also reached. There is
still no effective therapeutic option to treat and / or alleviate the symptoms caused by
dengue. Scientific studies with fungi of the Pleurotus genus have shown excellent
therapeutic results as antiviral, antiarthritic and anticancer actions using the
exopolysaccharides produced by them. Thus, the objective of this study was to evaluate
in vitro the possible antiviral and immunomodulatory effect of Pleurotus eryngii in a
strain of HUH-7 hepatocytes infected with dengue virus. The research consisted of two
stages: in the first one the fungus was cultivated by submerged fermentation to obtain
the mycelial biomass and the crude extract from which the exopolysaccharides were
extracted. In the second step, the objective was to evaluate the concentrations of
exopolysaccharides that were not toxic to the cell and then to infect them and to treat
them with the viable concentrations. After this treatment the amount of IL8 was
measured for the immunomodulation results, and the NS1 dosages were measured in
order to evidence a possible antiviral effect. EPS extraction was successfully performed
from submerged fermentation and all concentrations tested were viable to the cell. The
antiviral and  immunomodulatory assays did not demonstrate antiviral and
immunomodulatory effect against dengue virus and because it was done only once,

were not conclusive, should be repeated at least twice to be statistically reliable.

Key words: exopolysaccharides; 1L8; NS1; fungus cytotoxicity;
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1.

INTRODUCAO

O Dengue é uma das arboviroses mais comuns entre 0s seres humanos,
transmitida pelo mosquito Aedes, cujas espécies de maior importancia sdao A. albopictus
e Aedes aegypti, sendo esta Ultima a principal responsavel pelas grandes epidemias.
Ambas as espécies sao encontradas nas areas tropicais e subtropicais do mundo
(GUBLER, 2006).

A estrutura do virus Dengue € constituida por uma fita simples de RNA e possui
quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4(SANTOS et al, 2008). No
homem o virus tem preferéncia por se replicar dentro de macréfagos, monocitos e
células B, no entanto sabe-se também que ocorre infeccdo de mastécitos, células
dendriticas e células endoteliais. O virus pode infectar os leucocitos do sangue
periférico, figado, baco, linfonodos, medula GOssea, coracdo, rins, estbmago, pulmdes
(SUNIT et al, 2007). As principais células afetadas, segundo Dias (2010), sdo as de
linhagem monocitica-macrofagica, pulmdes e figado.

A infeccdo por dengue pode ser assintomatica ou causar doenca cujo espectro
inclui desde formas oligossintomaticas até quadros graves com choque com ou sem
hemorragia, podendo evoluir para o 6bito (BRASIL, 2017).

A forma grave acontece geralmente apds reinfeccdes com dengue, mas pode
acontecer ap0s infeccGes primarias.

O extravasamento plasmatico se da pela liberacdo aumentada das citocinas,
(moléculas  proteicas, que  enviam diversos  sinais  estimulatorios, modulatorios ou
mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema imunologico), que atuam em
concentracfes baixissimas e sua sintese habitualmente ocorre apds estimulacdo antigena
como resposta imune ao ataque viral (VARELLA; FORTE, 2001). Além disso, ha
evidéncias que mostram que as células endoteliais também sofrem apoptose, causando
ruptura da barreira destas células e levando a sindrome de extravasamento vascular
generalizado (SUNIT et al., 2007).

No Brasil, a dengue é considerada um dos principais problemas de salde publica
entre 0s anos de 2000 e 2016 foram registrados no Brasil 11.100,213 casos de dengue
classica, com destaque para o ano de 2015, onde foram notificados 1.688,688 casos da
doenca, em 2016 foram 1.500.535 casos (BRASIL, 2017).
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Em um panorama atual, segundo dados do Boletim de epidemiologia até
setembro de 2017 foram registrados 219.040 casos provaveis de dengue no pais, sendo
confirmados 184 casos de dengue grave e 1.913 casos de dengue com sinais de alarme,
confirmados 88 dbitos (BRASIL, 2017).

Podem ocorrer morbidade e mortalidade significativas caso ndo houver
identificacdo precoce e monitoramento das formas graves. A dengue € um grave
problema de salde publica mundial que causa elevados gastos por causa da falta
temporéria ao trabalho o que prejudica o desenvolvimento regional e nacional, sendo
que ndo ha medicacdo especifica para combater o virus Dengue (SUNIT et al., 2007).

Segundo Rocha e Tauil (2009) o Unico elo wulneravel para reduzir a sua
transmissdo € o mosquito Aedes aegypti, seu principal vetor. As dificuldades de
combater este mosquito sdo muitas, pois hd facilidades para sua proliferacdo e
limitacdes para reduzir seus indices de infestacdo.

Segundo Oliveira et al. (2011) in0meros esforgos tém sido realizados na
tentativa de avaliar atividade antiviral a partir de substancias naturais, as quais poderiam
ser isoladas para inibir a replicacdo viral. Nesse sentido, tais substancias naturais
poderiam ser oriundas de espécies de fungos. Os fungos, de um modo geral, além de
participarem ativamente na &area ambiental, como decompositores e bioindicadores
(poluicdo do ar e/ou solo, por exemplo) possuem uma grande importancia econdmica,
tanto no ramo alimenticio como terapéutico. Os basidiomicetos, conhecidos
popularmente como cogumelos, tém sido alvo de muitos estudos farmacol6gicos nos
ultimos anos, visto que suas acOes terapéuticas ja sdo, empiricamente, utilizadas e
reconhecidas, hd muito tempo, principalmente no Oriente (WASSER, 2002).

Segundo Rathee et al. (2012), houve um aumento recente do interesse em
cogumelos ndo s6 como um alimento saudavel, de elevado teor proteico, mas também
como uma fonte de compostos biologicamente ativos de valor medicinal, com atividade
anticancerigena, antiviral, hepatoprotetora, imunomoduladora e hipocolesterolémica.

A morfologia dos cogumelos consiste basicamente em um emaranhado de hifas,
que formam o micélio, que na reproducdo sexuada origina os chamados basidiomas ou
corpos de frutificacdo. A partir dessas estruturas podem ser obtidos extratos para
estudos biomedicinais e afins, a exemplo dos polissacarideos (BARBOSA et al, 2004).

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em todos 0s

organismos Vvivos, constituindo um grupo de compostos dos mais abundantes e
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importantes da biosfera, com énfase nos exopolissacarideos (EPS) que sdo definidos
como polissacarideos extracelulares, produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais
sdo encontrados ligados a superficie das celulas ou excretados para o meio (BARBOSA
et al., 2004). Nos fungos, os EPS constituem uma importante percentagem da biomassa,
participando em mais de 75% dos polissacarideos constituintes da parede das hifas
(GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996).

Os EPS possuem aplicacbes nas industrias de alimentos, farmacéutica e de
cosméticos (ANDRADE et al., 2015). Muitos, se ndo todos cogumelos contém
polissacarideos biologicamente ativos em basidiomas, micélio cultivado e caldo de
cultura. Assim, é evidente que 0s cogumelos representam uma importante e ainda
largamente inexplorada fonte de novos e poderosos produtos farmacéuticos (WASSER,
2002). Apesar de muitos cogumelos possuirem grande relevancia clinica na medicina
natural, poucas delas sdo estudadas e tém suas acOes terapéuticas comprovadas
cientificamente. Alguns exemplos de espécies mais estudadas, segundo Meletis e
Barker (2005), sdo Cordyceps sinensis, conhecido como maitake; Grifola frondosa
conhecido como reishi; Ganoderma lucidum; e Coriolus versicolor ou Trametes
versicolor. Além das espécies referidas acima, outras se encontram relativamente bem
estudadas, uma delas é o Phellinus rimosus (AJITH; JANARDHANAN, 2007).

As espécies Pleurotus florida e Pleurotus pulmonaris apresentam elevada
atividade antioxidante e antitumoral quer por atividade anticarcinogénica quer por
antimutagénica, no entanto menos estudadas. Os cogumelos do género Pleurotus
apresentam essencialmente atividades antioxidantes (JAYAKUMAR et al., 2006). No
estudo de Roupas et al. (2012) sdo evidenciados também os beneficios do género
Pleurotus em diversas patologias, com agdo anticarcinogénica no carcinoma do figado,
do pulmdo e cervical. Apresenta também acdo antiartritica, ao nivel dsseo evitando a
perda de massa 0ssea, aléem de prevenir a formacdo de cataratas nos testes in vivo.

O ¢énero Pleurotus (Fr.) classificado no filo Basidiomycota, classe
Basidiomycetes, Ordem Agaricales e familia Pleurotaceae constitui um grupo de
cogumelos cosmopolitas, comumente encontrado em regides de clima temperado e
tropical, cujas espécies sdo saprobias, desenvolvendo-se em troncos de arvores em
decomposicdo (COHEN et al, 2002; PUTZKE, 2004b). Segundo revisdo de Putzke et al.
(2002) ocorrem pelo menos 15 espécies do género Pleurotus consideradas nativas no

Brasil. As espécies de Pleurotus compdem um grupo de cogumelos distribuido em
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praticamente todo o mundo, sendo frequentemente encontrado nas matas brasileiras.
Segundo Komura (2006) até a década de 70, o seu consumo era feito basicamente pela
coleta destes cogumelos diretamente na natureza, a partir de entdo foi iniciado o cultivo
em escala comercial. O aumento do consumo destes basidiomicetos se deve também,
aos efeitos benéficos a salde que tém sido difundidos na midia, além disso, trabalhos
cientificos tém demonstrado a presenca de carboidratos que podem levar a modificacGes
de respostas biologicas, tais como, atividade antitumoral, imunomoduladora,
hipoglicemiante, entre outras.

O @énero ja citado acima tem se tornado muito interessante do ponto de vista
comercial, ndo sé pelas suas caracteristicas organolépticas e nutricionais das espécies,
mas também pela sua facil adaptacdo e manutencdo, crescimento rapido e relativo baixo
custo de cultura (RAMOS et al, 2011), porém um dos maiores desafios é a
conservacdo, por se tratar de um alimento perecivel. Alguns pesquisadores realizaram
um trabalho executando ensaios de producdo de trés espécies do género Pleurotus,
cultivadas em palha de trigo, com a finalidade de determinar a espécie mais produtiva e
avaliar a qualidade dos mesmos durante a conservagdo quando processados e embalados
em atmosfera modificada (RAMOS et al., 2011). Segundo os autores 0s resultados
permitiram concluir que a terceira espécie mais produtiva foi a P. eryngii e que
demonstrou também maior resisténcia a degradacdo no periodo de conservacao
estabelecido.

Além da  atividade  antitumoral, imunomoduladora, hipoglicemiante,
provenientes do género Pleurotus citadas acima, segundo KIM et al. (2006) observaram
gue o extrato do basidioma da espécie Pleurotus eryngii aumentava o metabolismo
0sseo, estimulando a formacdo de osteoblastos em ratos com osteoporose, no entanto, 0s
componentes que estariam atuando neste processo nao foram ainda descritos. Apesar de
ndo existirem trabalhos que evidenciem com mais énfase atividades medicinais do P.

eryngii 0o mesmo foi escolhido para o desenvolvimento desta pesquisa.
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Fig 1: Pleurotus eryngii

Dessa maneira uma opcdo terapéutica almejada seria a evidenciacdo de
medicamentos que possam intervir diretamente na multiplicacdo viral e/ou na resposta
inflamatoria, atenuando os sintomas classicos, evitando a evolucdo das formas graves da
dengue, minimizando assim o numero de Obitos relacionados a doenca. Com isso, neste
projeto buscou-se estudar a espécie Pleurotus eryngii cujo género j& possui muitas

acOes terapéuticas, demonstrando grande importancia medicinal.
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar in vitro a possivel atividade antiviral e/ou imunomoduladora de
Pleurotus eryngii em linhagem de hepat6citos humanos (Huh-7) infectada pelo DENV-
2.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar o micélio de P. eryngii em cultura submersa.

Extrair 0s exopolissacarideos do caldo fermentativo, para avaliar a
citotoxicidade do extrato de P. eryngii na cultura de hepatécitos (Huh-7);

Infectar a linhagem de Huh-7 com as aliquotas de DENV-2 e em seguida trata-
las com as concentracGes de P. eryngii que foram viaveis a célula Huh-7.

Avaliar a atividade imunomoduladora dos polissacarideos de P. eryngii, por
meio de Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA), com a finalidade de dosar a citocina IL-
8 nos sobrenadantes das Huh-7 infectadas pelo DENV-2;

Avaliar a atividade antiviral de P. eryngii através da dosagem, por ELISA, do

antigeno viral NS1 nos sobrenadantes de Huh-7 infectadas pelo DENV-2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Isolamento e Manutencdo da culturade P. eryngii
Uma linhagem comercial de P. eryngii foi a espécie utilizada neste estudo. O
isolamento foi realizado em &gar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura 0,5%
(p/v) em placas de Petri. Os cultivos foram incubados a 25 °C na auséncia de luz por
oito dias (KIRSCH etal., 2011).

4.2 - Cultivo de P. eryngii por fermentacéo submersa

Cultivo de P. eryngii foi realizado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo
50 mL do meio de cultura, cuja formulacdo esta descrita na Tabela 1 (MAZZIERO,
1996). A partir das culturas mantidas em BDA + YE (item 4.1) foram retirados 3
fragmentos de micélio (&= 1cm) para serem adicionados ao meio de cultura,
previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A fermentacdo submersa foi
conduzida durante 15 dias a 25 °C sob agitacdo constante de 150 rpm (KIRSCH et al.,
2011).

Tabela 1. Formulacdo do meio de cultura para cultivo de P. eryngii por fermentacdo submersa

Componentes Quantidade
Glicose 40g/L
Peptona 1g/L
Extrato de levedura 2g/L
K,HPO, 1g/L
MgSO, 0,20/L
(NH),SO, 0,29/L
Agua destilada 1000 mL
pH 6,0

4.3 - Avaliacdo da producdo da biomassa micelial e exopolissacarideos (EPS)
Ao término do processo fermentativo a biomassa micelial obtida foi separada
por filtracdo a vacuo em papel de fittro (Whatman No.1), lavada com agua destilada
esterilizada e desidratada a 60 °C, até peso constante (KIRSCH et al., 2015). O meio

liquido recuperado foi utilizado para avaliacdo da producdo de EPS.
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4.4 - Extracao e quantificagdo dos EPS
Com a finalidade de recuperar os EPS, foi concentrado o caldo fermentativo,
adicionado etanol 3:1. Apds a mistura foi colocado em um concentrador & vacuo e
depois liofilizada. Esses dois equipamentos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Carlos
Cleomir da Coordenacdo de pesquisas em produtos Naturais do Instituto Nacional de

Pesquisa da Amazonia — INPA.

4.5 - Linhagens de Huh-7 e DENV-2

Todos os ensaios celulares foram realizados no Laboratério de Virologia do
Institutto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA. A linhagem de hepatocarcinoma
humano (Huh-7) e as aliquotas do DENV-2 foram fornecidas pela Dra. Claire
Fernandes Kubelka, chefe do Laboratério de Imunologia Viral da FIOCRUZ-RJ. As
células Huh-7 foram cultivadas em frascos de cultura (25 cm?®) com 10 mL de meio de
cutura DMEM (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de
L-glutamina, 100 pg/ mL de Estreptomicina ¢ 100U/ mL de Penicilina ¢ 1 pg/ mL de
fungisona, em estufa com 37 °C e 5% de CO;, em um periodo de 24 e 48h. A partir dai a
multiplicacdo celular foi acompanhada diariamente com auxilio de microscopio
invertido de contraste de fase, onde era observada a formacdo de uma monocamada
confluente dos hepatécitos. Quando a monocamada estava confluente, as células eram
passadas para novos frascos de cultura (expansdo celular) com auxilio de Tripsina-
EDTA, seguido de centrifugacdo a 250 G por 7 minutos. Apds a centrifugacdo, o pellet
formado foi ressuspenso em meio fresco suplementado e depois transferido para novos
frascos de 25 cm?. Quando necessério, para manter um estoque celular, as Huh-7 eram
congeladas em criotubos contendo solugdo de DMSO a 10% numa temperatura inicial
de -80°C (por 24h), e depois eram repassadas para contéineres contendo nitrogénio

liquido.

4.6 - AvaliagOes de viabilidade celular
Os EPS de Pleurotus eryngii foram avaliados quanto a sua citotoxicidade nas
Huh-7 através de ensaios colorimétricos quantitativo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)diphenyl tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). Para tal, foi realizada a
contagem das células em Camara de Neubauer e a suspensdo celular foi distribuida em 3
placas de 96 pogos junto ao meio de cultura (DMEM, mais 10% SFB, 1% de antibidtico

e antifungico), numa concentracdo de 105 células por poco. As placas foram
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47 -

armazenadas em estufa (37 °C e 5% de CO;) por 48h, periodo necessario para formacao
da monocamada. Depois que a monocamada foi formada, o sobrenadante foi retirado e
as células foram lavadas cuidadosamente com PBS para ndo remover a monocamada
celular. Depois foi adicionado 200 pL de meio de cultura fresco com 2% de SFB em
cada poco, sendo que em alguns pocos as Huh-7 foram tratadas com diferentes
concentragdes dos polissacarideos de P. eryngii (75 pg/ mL,50 pg/ mL, 10 pg/mL e 1
ug/ mL.

Apb6s os periodos de 24hs, 48hs e 72hs de tratamento, o possivel efeito
citotoxico das diferentes concentragbes dos EPS de P. eryngii sobre a linhagem Huh-7
foi determinado utilizando método o MTT Molecular Probes cat. # M-6494), onde
foram seguidas as recomendacdes do fabricante. As leituras das densidades Opticas de
cada placa foram realizadas na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos

comprimentos de onda de 540-570 nm.

Infeccdo e tratamento das linhagens de Huh-7

Para os ensaios de infeccdo da linhagem de Huh-7 foi utilizada uma cepa asiatica
padrdo universal (16681). Primeiramente, foram semeadas 1x10° células por poco da
placa de cultura de 24 pocos, completando com meio de cultura DMEM-F12 até o
volume final de 1000 pL por pogo. As placas foram incubadas em estufa 37 °C com 5%
de CO; por 48h. Passado esse periodo, o sobrenadante substituido por 300 pL de
indculo viral diluido 15 em meio de cultura sem SFB. A adsorcdo viral ocorreu em
estufa em 37 °C com 5% CO; por 2h. Posteriormente o sobrenadante foi retirado e
adicionado 800 pL/pogo de DMEM contendo 2% de SFB, sendo que alguns pocos
infectados foram tratados com diferentes concentracbes dos MPE. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa 37°C com 5% de CO3, sendo que a cada 24h, durante
3 dias, os sobrenadantes foram aliquotados, etiquetados e armazenados em freezer - 80

°C para posterior dosagem do antigeno viral NS1 e da citocina 1L-8.

4.8 - Atividades Antiviral

A possivel atividade antiviral dos exopolissacarideos de P.eryngii foi
determinada usando o Kit de ELISA Platelia Dengue NS1 Ag (BioRad), que é um
ensaio imunoenzimatico rapido e confiavel para a quantificacdo relativa de antigeno
NS1 no soro de pacientes (SILVA et al., 2011) e no sobrenadante células em cultura

(LUDERT et al., 2008; CEBALLOS-OLVERA et al., 2010). Para tanto, em cada poco
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adicionou-se 50pL de solucdo Diluente, 50uL de amostra 1:40 ou controle, 100uL de
Conjugado diluido, seguidamente, depois adesivou-se e incubou-se durante 90 minutos
apoOs esse periodo, lavou-se a placa 6 vezes. Preparou-se a solucdo TMB e foram
distribuidos 160pL por poco incubou-se por mais 30 minutos em temperatura ambiente,
e por fim adicionou-se por poco 100pL de solucdo de paragem (H2SO, 1N) para
estancar a reacdo colorimétrica. Essa leitura foi realizada na leitora de ELISA Robonik

(Robonik India PVT), nos comprimentos de onda recomendados.

4.9 — Atividade Imunomoduladora

A possivel atividade imunomoduladora das diferentes concentragdes dos
exopolissacarideos de P. eryngii (MPE) foi avaliada através da dosagem da citocina IL-
8 sobrenadantes dos hepatdcitos infectados, conforme descrito previamente (LIMA-
JUNIOR et al, 2013, MELLO et al, 2015). Vale ressaltar que essas citocinas foram
escolhidas para a dosagem por apresentarem relagdo com os casos graves de dengue
(CHEN et al, 2006; CHUANG et al., 2015). Para tanto, foi utilizado o kit de ELISA
padrdo para IL-8 humana (PeproTech cat. # 900-k18), em que foram seguidos
estritamente as instrucbes dos fabricantes. Com isso, uma placa de 96 pocos foi
sensibilizada com anticorpo de captura (100 pyL em cada pogo), sendo que depois foi
deixada incubando a 4 °C (Over-night). No dia seguinte, a placa foi lavada 4 vezes com
solucdo de lavagem para, em seguida, ser acrescentado solucdo de bloqueio. A solucédo
de bloqueio ficou agindo por 1h em temperatura ambiente (TA) e depois novamente a
placa foi lavada 4 vezes. Depois as amostras e IL-8 da curva padrdo foram distribuidas
na placa, que depois foi deixada incubando em TA por 2h. Fez-se nova lavagem (quatro
vezes) para depois acrescentar o anticorpo de deteccdo (100Ul em cada pogo). Depois
de um periodo de 2h incubando em TA, a placa foi novamente lavada (quatro vezes)
para depois ser acrescentado estreptavidina peroxidase em cada pogo. Depois de 30
minutos incubando em TA, a placa foi lavada (4 vezes) e depois acrescentado o
substrato TMB. Este substrato ficou agindo por 20 minutos, onde imediatamente depois
foi acrescentado a solucdo de paragem (HCI 1M). As leituras das densidades opticas foi
realizada na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos comprimentos de
onda recomendados.

Abaixo o gréafico 1 demonstra em forma de fluxograma as etapas da metodologia

para melhor visualizagdo dos processos da pesquisa.
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Grafico 1: Representacdo das etapas da Metodologia. Fluxograma de processo ilustrando as etapas da

metodologia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Biomassa Micelial, extracéo e quantificacdo dos EPS
Ao término do processo fermentativo a biomassa micelial de P. eryngii foi de
9,36g/L e o EPS adquirido foi diluido em 100% de diluente organico (DMSO) para
obtencdo de aliquotas de todas as concentragdes (100 pg/mL, 75 pg/ml, 50 pg/mL, 10
pgmL, 1 ug/mlL e 0,1 pg/mL) previamente definidas na metodologia deste.

Fig. 2 — EPS diluido em 3mL DMSO

5.2 - AvaliacGes de viabilidade celular

A viabilidade celular das 4 concentracdes foram avaliadas por meio do ensaio
colorimétrico  quantitativo ~ MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)diphenyl  tetrazolium
bromide) (MOSMANN, 1983), sendo comparadas com controle positivo e negativo, 0
controle positivo refere-se aos pogos contendo Huh-7 (sem tratamento) e o controle

negativo continha somente meio (sem células) . Apds 24 h, 48 h e 72 h de tratamento 0s
resultados foram expressos na Figura 3 e Tabela 2:
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Figura 3. Awaliacdo da citotoxicidade dos exopolissacarideos de Pleurotus eryngii (MPE) nas Huh-7 apds
24h, 48 h e 72 h de tratamento. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT usando diferentes
concentragdes do extrato de MPE. Os dados foram normalizados utilizando-se como referéncia o controle
positivo de células sem o tratamento (100% viabilidade celular) e o controle negativo (pogos que ndo continham
células). Cada gréfico representa a média de 2 experimentos independentes emtriplicata.
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A linha vermelha indica uma Reducdo > 10% na producdo de Cristais de
Formazan comparado com o controle + (REIS et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2013;
MELLO et al., 2017). Controle positivo (+) sdo os poc¢os contendo células, porém ndo
tratadas com MPE (Viabilidade de 100%) o controle negativo (-) sdo 0s pogos que ndo

continham células.

Tabela 2. Citotoxicidade celular dos EPS de Pleurotus eryngii (MPE) em Huh-7 durante 24, 48 e 72 h.
Nesta tabela estdo os valores das percentagens dos ensaios de MTT mostrados nos graficos acima. Foram
consideradas citotéxicas as concentracdes de MPE que reduziram em mais de 10% a producdo do formazan,
comparado com o controle positivo.

MPE MPE MPE MPE

Controle + | Controle - | 1pg/mL | 10 uwg/mL | 50 pg/mL | 75 pg/mL
24 h (%) 100 0 92,92 101,09 99,35 111,87
48 h (%) 100 0 124,20 117,12 107,11 118,13
72 h (%) 100 0 100,28 93,47 94,26 91,93

Portanto todas as concentracBes mostram-se viaveis a célula, visto que estiveram

em valores acima dos 90% de viabilidade, ou seja, estiveram dentro da redugdo

permitida de > 10% da producéo de Cristais de Formazan.

5.3 — Avaliacéo da Atividade Antiviral

A NSI trata-se de uma proteina ndo estrutural do virus dengue, porém ajuda na
formagdo de seu capsideo infectante. Portanto, quanto maior a concentracio de NSI1 no
sobrenadante, maior sera o grau de ifeccdo pelo DENV-2, ou seja, sua dosagem no
soro ou no sobrenadante relaciona-se diretamente com a taxa de infeccdo celular
(LUDERT et al., 2008).

Os valores obtidos das densidades Opticas gerou um grafico expresso na figura 4

que nos permite analisar a atividade antiviral nos trés dias da cinética (24h, 48h e 72h).
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Figura 4. Awaliacdo da atividade antiviral dos exopolissacarideos de Pleurotus eryngii (MPE) em Huh-7
infectadas pelo DENV-2 realizada pela dosagem do antigeno viral NS1. As Huh-7 foram infectadas com
DENV-2 e depois tratadas com diferentes concentracbes de MPE durante 24 h a 72 h. A atividade antiviral foi
determinada pela quantificacdo do antigeno NS1, por ELISA, no sobrenadante das Huh-7 infectadas. DO =
densidade 6ptica em 630 nm. O grafico representa 1 experimento em triplicata.

As concentragdes de lpg/mL e 10ug/mL tiveram uma pequena reducdo de NS1
em dois dias da cinética, 24hs e 72hs e em destaque as concentragdes de S0ug/mL e
75pug/mL apresentaram reducdo nos trés dias (24h, 48h e 72h). Mas apesar desse
destaque esse resultado ndo pode ser considerado estatisticamente significante, por ter
sido realizado apenas uma vez.

Portanto, apesar de ter apresentado reducdo na dosagem de NS1 ndo podemos
relatar efeito antiviral estatisticamente comprovado, at¢é mesmo porque foi realizado
somente um experimento. Seriam necessarios, no miimo, mais dois experimentos.

Apesar de ndo ter evidenciado efeito antiviral nesses ensaios, 0S experimentos
fetos com extratos obtidos de fungos basidiomicetos, em muitos casos mostraram
atividade antiviral, um dos exemplo podemos citar contra o virus influenza A, in vitro e
in vivo (Kabanov et al., 2011). Embora ndo tenham trabalhos mostrando atividade
antiviral de fungos especificamente contra o virus da dengue, algumas plantas ao redor
do mundo apresentam potencial de atividade antiviral contra 0 DENV (Kadir et al.,
2013), com destaque para os trabalhos com Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis
(LIMA-JUNIOR et al, 2013; MELLO et al, 2017). O que pode também explorar um
grande universo de fungos endofiticos que sdo os fungos que se associam as plantas sem

lhe causar dano algum,estudos revelam que esses também possuem atividade
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anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana e antiviral (SILVA, 2014). Liu et al.
(2004) confirmaram a atividade antiviral de um cogumelo, contra HSV-1 e HSV-2, em

células \ero.

5.4— Avaliacao da atividade imunomoduladora

As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta inflamatoria aos
locais de infeccdo e lesdo. No entanto, a producdo exagerada de citocinas pro-inflamatorias a
partir da lesdo pode manifestar-se sistemicamente com instabilidade hemodinamica ou
distrbios metabdlicos (Oliveira et al., 2011). Segundo Varella (2001), sdo moléculas
protéicas ,glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais estimulatorios, modulatorios ou
mesmo inibitdrios para as diferentes células do sistema imunologico, sua sintese
habitualmente ocorre ap0s estimulacdo antigena. Segundo Talavera et al.(2004) e Brasier et
al,(2012) a IL-8 é uma das citocinas encontradas em niveis altos nos pacientes
diagnosticados com dengue hemorragica. A sua principal acdo € o grande estimulo
migratorio para as células do sistema imune, principalmente neutréfilos, determinando ainda
um aumento da expressdo de moléculas de adesdo por células endoteliais (VARELLA, 2001).

A dosagem da citocina IL-8 foi realizada por meio de ELISA durante trés dias de
cinética (24h, 48h e 72h). As concentracdes de 1pg/mL, 50pg/mL e 75ug/mL se destacaram
por apresentarem reducdo nos niveis de IL-8 na cinética de 24hs. Em 48hs foi observado que
a concentracdo de 50pg/mL que demonstrou uma pequena redugdo, sendo que em 72h

observamos a reducdo somente para a concentracdo de 75ug/mL (Figura 5).
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Figura 5. Efeito modulador dos exopolissacarideos de Pleurotus eryngii (MPE) sobre a producdo de IL-8

em Huh-7 infectadas pelo DENV-2. As Huh-7 foram infectadas com DENV-2 e depois tratadas com diferentes
concentragdes da MPE durante 24 h a 72 h. A quantificacdo da IL-8 foi realizada por ELISA no sobrenadante de
Huh-7 infectadas. O gréafico representa 1 experimento em triplicata.

Um ponto importante a ser observado € que 0S pocos controle se encontram no
mesmo padrdo quantitativo dos pogos contendo apenas o virus DENV-2 nas cinéticas de
24h e 72h, sendo que na cinética de 48h estd em nivel maior o que deveria ser ao
contrario ja que o controle ndo possui virus, ndo tendo que produzir tanto IL-8
comparado aos pocos infectados DENV-2, isso pode ser explicado devido a produgdo
basal normal das ceélulas se encontrarem no limiar em torno de 1000pg/mL,
corroborando com o observado recentemente por pesquisadores da FIOCRUZ (MELLO
et al,, 2017).
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6. CONCLUSAO

A extracdo dos EPS foi realizada com sucesso, a partir do cultivo do micélio de
P. eryngii.

Apos a infeccdo da linhagem das células do hepatocito humano Huh-7 com as
aliquotas de DENV-2 poOde-se concluir que as concentragbes lpg/mL, 10pg/mL,
50pg/mL e 75pg/mL dos EPS de P. eryngii, através do teste de MTT, foram viaveis as
células do hepatdcito humano (Huh-7), ou seja, ndo possuem toxicidade para as
mesmas.

Os ensaios antivirais e imunomodulador deverdo ser repetidos pelos menos duas
vezes para estarem estatisticamente confidvel ndo demonstrando, nos ensaios realizados,
efeito antiviral e imunomodulador contra o virus dengue, ou seja, ndo foram
conclusivos, devido ter sido feito apenas um teste para cada atividade. Porém novos
testes serdo realizados para definir estatisticamente os resultados.

J& em relacdo ao fungo estudado a revisdo bibliografica foi assertiva em
comprovar que ha um vasto universo de produtos biologicos bem como substancias
extraidas dos mesmos que estad sendo estudada e testada cientificamente e na verdade ja
é utilizada empiricamente no mundo todo hd muitos anos.

Portanto, este trabalho abriu portas para futuras pesquisas com a espécie de

fungo estudada.
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