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RESUMO

O uso inapropriado de antibioticos, tanto em humanos quanto em animais é o principal
responsavel pela selecdo de bactérias patogénicas multirresistentes. Na bovinocultura, uma
das alternativas recentes mais promissoras ao tratamento classico com antibidticos é o uso de
imunomoduladores, no intuito de melhorar as defesas imunoldgicas do hospedeiro contra
patdégenos, a fim de promover a redugdo do uso de antibidticos. Betaglucanas s&o
biopolimeros com atividade imunomoduladora em animais superiores, sendo entdo
classificadas como imunofarmacos. Pode-se considerar que as betaglucanas extraidas de
Saccharomyces cerevisiae possuem elevada atividade sobre o sistema imune por
apresentarem, o que favorece sua ligacdo aos receptores de células do sistema imune. Na
literatura cientifica, o efeito imunofarmacologico da betaglucana para monogastricos é
bastante consolidado, o que ndo ocorre para ruminantes. Em parte, isso ocorre em virtude de
resultados cientificos antagbnicos, nos quais alguns identificam efeitos positivos do
biopolimero sobre o sistema imune, enquanto outros ndo identificam atividade bioldgica
significante. Considerando tanto estas diferencas de resposta bioldgica, quanto as
peculiaridades anatomofisioldgica do sistema digestivo destes dois grupos de animais, foi
hipotetizado que a betaglucana pode sofrer alguma biotransformacéo no ridmen de bovinos,
apos sua administracdo oral. Isto poderia impactar na biodisponibilidade do farmaco para os
segmentos posteriores do sistema digestivo. Diante do exposto, 0 presente projeto tem por
objetivo avaliar a estabilidade ruminal de quatro produtos de betaglucana extraidos de uma
mesma estirpe de S.cerevisiae, com variagdes no meio de cultura e no processo de extracao.
As amostras foram incubadas no radmen de bovinos fistulados (in situ) durante 72 horas. Os
tempos de analises foram 6, 12, 24, 48 e 72 h. Para essas amostras foram avaliadas a perda de
massa e as modificacbes quimicas da cadeia polimérica por técnicas de espectroscopia
Raman, espectroscopia no infravermelho e RMN. A velocidade de perda de massa variou em
todos os extratos de betaglucana, provavelmente apds clivagem da cadeia polimérica nas
ligagdes B(1,3) e B(1,6). Com perda de peso molecular e intensidade de ramificacdo da cadeia
polimérica. A passagem da betaglucana pelo rGmen promoveu modificacBes quimicas em
diferentes extratos de betaglucana. Tal condigcdo apresenta potencial tanto para impactar na
biodisponibilidade quanto na atividade bioldgica da betaglucana administrada oralmente para
bovinos.

Palavras chave: Biopolimero. Estrutura quimica. Imunomodulacéo. Patdgenos. Resisténcia
antimicrobiana.



ABSTRACT

The inappropriate use of antibiotics, both in humans and animals, is primarily responsible for
the selection of multidrug-resistant pathogenic bacteria. In cattle, one of the most promising
recent alternatives to the classic treatment with antibiotics is the use of immunomodulators, in
order to improve the host's immune defenses against pathogens, in order to promote the
reduction of the use of antibiotics. Betaglucans are biopolymers with immunomodulatory
activity in higher animals and are therefore classified as immunopharmaceuticals. It can be
considered that betaglucans extracted from Saccharomyces cerevisiae have high activity on
the immune system because they present, which favors their binding to immune system cell
receptors. In the scientific literature, the immunopharmacological effect of betaglucan for
monogastric animals is well established, which does not occur for ruminants. In part, this is
due to antagonistic scientific results, in which some identify positive effects of the biopolymer
on the immune system, while others do not identify significant biological activity.
Considering both these differences in biological response and the anatomophysiological
peculiarities of the digestive system of these two groups of animals, it was hypothesized that
betaglucan may undergo some biotransformation in the bovine rumen after oral
administration. This could impact the drug's bioavailability to the posterior segments of the
digestive system. Given the above, the present project aims to evaluate the ruminal stability of
four betaglucan products extracted from the same strain of S. cerevisiae, with variations in the
culture medium and in the extraction process. Samples were incubated in the rumen of
fistulated cattle (in situ) for 72 hours. The analysis times were 6, 12, 24, 48 and 72 h. For
these samples, mass loss and chemical modifications of the polymeric chain were evaluated
by Raman spectroscopy, infrared spectroscopy and NMR techniques. The rate of mass loss
varied in all betaglucan extracts, probably after cleavage of the polymeric chain at the B(1,3)
and B(1,6) bonds. With loss of molecular weight and intensity of polymer chain branching.
The passage of betaglucan through the rumen promoted chemical modifications in different
betaglucan extracts. Such a condition has the potential to impact both the bioavailability and
the biological activity of orally administered beta-glucan for cattle.

Keywords: Antimicrobial resistance. Biopolymer. Chemical structure. Immunomodulation.
Pathogens.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 - Estrutura molecular de betaglucanas derivadas de bactérias, fungos, leveduras e
COIBAIS ==mmmmm e e e 15

Figura 2 - Organograma das diferentes fontes de betaglucana --------------=-===-mmmemcmmmmeev 15
Figura 3 - (A) Estrutura geral da parede celular de fungos. (B) As caracteristicas estruturais
do Aspergillus fumigatus e Saccharomyces cerevisiae sdo distintas --------------- 17

Figura 4 - Captacdo, trafego e ativacdo imune de betaglucanas ---------=-=-====-=mmmmmmmmcuanv 27
Figura 5 - Esquema do sistema digestivo de ruminantes, com foco nos compartimentos do
estomago (ramen, reticulo, omaso e abomaso) ----------=-==-===mmmmmmmmmm oo 28

Figura 6 - Espectros Raman e Infravermelho da betaglucana pré incubagdo ruminal e em

diferentes tempos pds incubag¢do ruminal---------=======mmmmmmmm oo 36

Figura 7 - Imagens da betaglucana antes (macroscopia) (A) e (MEV) (B) e ap06s 24 horas de

incubagdo ruminal (macroscopia) (C) e (MEV) (D) -----------=-=-=-=-=nmnmmmmmmmme- 38

Figura 8- Espectro de absor¢do no infravermelho da quitina (a), celulose (b), BG4 (c), BG2
(d), BG3 () e BGL1 (f) ------------=-m-mmmmmmo- e e TR 40

Figura 9 - Deconvolucdo dos espectros de absorcao no infravermelho do BG3 (a), BG2 (b),

BGL (C), BG4 () =mmmmmmmmmmmmm e o e e 43

Figura 10 - Comparagdo da massa residual entre as quatro fontes de betaglucana incubadas

no ramen bovino por um periodo de 168 h ----------=-m-mm-mmmm oo 44
Figura 11 - Espectro de absor¢do no infravermelho do BG4 ap6s submetido ao sistema
ruminal por diferentes periodos -------==-=-=====mmm oo 45

Figura 12 - Espectro de absor¢do no infravermelho do BG3 apds submetido ao sistema

ruminal por diferentes periodos -------------------=--------- s 46
Figura 13 - Espectro de absorcdo no infravermelho do BG2 apds submetido ao sistema

ruminal por diferentes periodos --------=-=-=====mmmmm oo 47

Figura 14 - Espectro Uv-vis do vermelho do congo (a), quitina (b), celulose (c), BG4 (d),
BG3 (e), BG2 (f) € BG1 () -------=-=====mmmmmmmmmmmm oo oo 49



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Tabela 1 - Fontes e propriedades quimicas das betaglucanas mais comumente relatadas ----16

Quadro 1 - Sumario de receptores de betaglucana --------------=--==-m-mmmomommm oo 20
Quadro 2 - Efeito da betaglucana nas células imunes --------====-==mmmmmmm s 23
Tabela 2 - Composicao centesimal da dieta utilizada no experimento --------------------------- 32

Tabela 3 - Tentativa de atribuigdo vibracional baseada em polissacarideos similares e calculos
de estrutura eletrénica da literatura ---------=-===-===-msmmmmm oo 41




LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGVs Acidos graxos volateis

AP-1 Proteina ativadora 1

ASE: Amostra seca em estufa

ATR: Reflectancia total atenuada

BG: Betaglucana

Cm: Centimetro

Cmax: Concentracdo maxima plasmatica

COX: Ciclo-oxigenase 2

CR3: Receptor do complemento 3

CXCR3: Receptor 3 de quimiocina

CZ: Cinzas

CZ-FDN:Cinza de fibra em detergente neutro

Da: Daltons

DC: Célula dendritica

DIV MS: Digestibilidade in vitro da matéria seca
DIV-FDN: Digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro
EB: Energia bruta

EE: Extrato etéreo

ERRO: Espécie reativa de oxigénio

FDA: Fibra em detergente acido

FDN: Fibra em detergente neutro

GALT: Tecido linfoide associado ao intestino
GM-CSF: Fator estimulador de col6nias de granuldcitos-macréfagos
HDL.: High-density lipoprotein

IC3b: C3b inativado

IECs: Células epiteliais intestinais

IFN-y: Interferon gama

Ig: Imunoglobulina

IL: Interleucina

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Kcal: Kilocalorias

Kg: Kilogramas

LacCer: Lactosilceramida

LDL.: Low-density lipoprotein

Lig: Lignina

MHCII: complexo principal de histocompatibilidade 11
MIF: Fator inibidor da migracdo de macréfagos
MIP-2: Proteina inflamatéria de macrofagos tipo 2
mL: Mililitros

M@: Macréfago

MRNA: RNA mensageiro

N.D.: Ndo determinado

NFAT: Fator nuclear de células T ativadas

NF-xp: Fator nuclear kappa beta

NK: Natural killer

PAMP: PadrGes moleculares associados aos patdgenos
PB: Proteina bruta



PB-FDA: Proteina bruta da fibra em detergente acido
PB-FDN: Proteina bruta da fibra em detergente neutro
PB-TBF: Proteina bruta em tampao borato fosfato
PB-TCA: Proteina bruta em &acido tricloroacético
PGG: Poli-glicopiranosil-glicopiranose

pH: Potencial hidrogenionico

PIB: Produto interno bruto

PKC: Proteina cinase C

PMNSs: Neutréfilos polimorfonucleares

PRR: Receptor de reconhecimento padrédo

PSK: Polissacarideo K

RMN: Ressonancia magnética nuclear

SSG: Esclerotinano

Th: Linfécito T helper

TLR: Toll-like receptor

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa

UFC: Unidade formadora de col6nia

WGP: Whole glucan particles



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ---nmmmmmmmmm e -13
1. INTRODUGAQ ---nnmmmmmmmmmm e 13
2. BETAGLUCANAS --------memmmmmooomoeoo et e 14
2.1  Definicéo, fontes e estrutura quUiMica ---------=-=-=-==mmmmmm oo 14
2.2 Atividade imunofarmacoldgica da betaglucana ------------------=-=--m-m-mommcm e 18
2.3  Dinamica da betaglucana no trato gastrointestinal e 25

2.4 Peculiaridades do sistema digestivo de ruminantes que podem impactar na

estabilidade da betaglucana -------------- mmmmmmmsmmeseseeoeeoeooos s 27
3. HIPOTESE --------mnmmmmmmmmmmemeeeeeeeeeeeee e e 30
4. OBJETIVO -mmmmmmm e --30
5. MATERIAL E METODOS ------====ss==z=mmmmmmmmmmeee- ---31
5.1  Fontes de betaglucana, quitina e celulose -------=--=-==mmmmmmmmmmmm oo 31
5.2 Animais e delineamento experimental = --31
5.2.1 Experimento 1 ------------=-=mmnmmmmmme- mmmmmmmnee mmmmmmmmmmmsmsesmssesoeoooooooo 32
522 EXperimento 2 ----------s-msememmeme e e —-mmmmmeee- 32
5.3  Analise por espectroscopia no infravermelno ---------==-==-==--msmmememm oo 33
5.4  Analise por espectroscopia Raman ------------------------- - ----33
5.5 Medidas de microscopia eletronica de varredura --------- i 33

5.6 Meétodo de ensaio colorimétrico de betaglucanas utilizando vermelho do congo---33

6. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAQ ---n-mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmemmmcmcc e 34
6.1  EXPerimento 1 ----m-mmmmmmmmmm oo 34
6.2 EXPErimMmento 2 —-----m-mmmmmm oo oo e 38
6.2.1 Espectroscopia no infravermelho para quatro betaglucanas obtidas por diferentes
Process0S A8 EXTrAGAO0 —----=-mmnmmmmmmm oo oo o e 39
6.2.2 Espectroscopia UV-vis ----------- e e EEE R 48
7.  CONCLUSOES PARCIAIS --- L 49
8. REFERENCIAS ~---n-mmmmmmmee e T aGEE e 50
SEGUNDA PARTE ---------------==mmm-- e e e e 61

ARTIGO - Evaluation of ruminal stability of different betaglucan extracts to support its

use as an immunopharmaceutical -------=--=-==-=mm oo 62




13

PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

Estima-se que em 2050 a resisténcia antimicrobiana sera responsavel por provocar 10
milhGes de mortes anuais da populacdo humana e uma supressdo econémica de cerca de 1
trilhdo de ddlares, além disso, estudos mostraram que o Produto Interno Bruto (PIB) anual
pode diminuir em 1% globalmente, mas aproximadamente 5-7% para 0S paises em
desenvolvimento (PULINGAM et al., 2021). O uso inapropriado e excessivo de antibidticos,
tanto em humanos quanto em animais é o principal fator responsavel pela selecdo de bactérias
patogénicas multirresistentes (LARSSON e FLACH, 2022). Tais estimativas despertam
simultaneamente preocupagfes tanto no ambito governamental quanto nos consumidores
finais de proteinas de origem animal (GADDE et al., 2017). De uma forma geral, melhorar as
defesas imunoldgicas do hospedeiro contra patdgenos auxilia na prevencdo da resisténcia
antimicrobiana (HANDEL et al., 2009; PULINGAM et al., 2021). Isso, por que, de acordo
com o Comité de Produtos Medicinais para uso Veterindrio da Comunidade Europeia, 0
aumento do estado imune de rebanhos promove reducdo do uso de antibidticos, pois dificulta
a dispersdo dos patdgenos, aumenta a resiliéncia animal contra infeccbes e reduz a
necessidade de terapéutica antimicrobiana (MURPHY et al., 2017).

Assim, 0 uso de imunomoduladores para aumentar as respostas de defesa do
hospedeiro tornou-se uma estratégia promissora e crescente para mitigar o consumo de
antibidticos dentro do conceito de busca por uma pecuaria que se alinha as atuais
preocupacOes mundiais sobre o enfrentamento do desafio da multiresisténcia antimicrobiana
(SCHEPETKIN e QUINN, 2006). Imunomoduladores sdo compostos quimicos capazes de
aumentar ou suprimir a resposta imune para ajusta-la a um desafio, o qual pode ser infeccioso
ou nao (KATSNELSON, A., 2020). Essa abordagem favorece que 0s mecanismos enddgenos
do hospedeiro sejam utilizados para potencializar a defesa do animal contra os agentes
infecciosos (TZIANABOS A., 2000).

Dentro do conceito de imunomodulacéo, a betaglucana vem sendo utilizada como um
imunofarmaco oral em animais de produgéo para elevar o seu status imune (MURPHY et al.,
2017). Esta pratica tem sido feita com sucesso em aves (SCHWARTZ et al, 2021), em suinos
(PORNANEK e PHOEMCHALARD, 2021) e com peixes (CHING et al., 2021). Todavia, em
ruminantes o uso da betaglucana ainda € controverso. Enquanto Pedro e colaboradores (2021)
sugerem que mondcitos bovinos expostos in vitro & betaglucana aumentam a produgdo de

citocinas pro-inflamatorias e respondem positivamente a um padrdo de imunidade treinada,
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Gimenes e colaboradores (2020) e Uchiyama e colaboradores (2012) ndo encontraram efeitos
significativos da betaglucana no sistema imune de bovinos in vivo.

A explicagdo para as diferengas nas respostas bioldgicas entre ruminantes e
monogastricos ainda ndo € clara, mas quando se avalia a literatura que evidencia o estimulo
imune da betaglucana administrada para monogastricos pela via oral, identifica-se que a dose
efetiva do biopolimero ao atingir o intestino delgado, impacta no reconhecimento da
betaglucana pelo GALT e consequentemente na resposta sistémica que o animal ir4 obter
(ALUGONGO et al; 2017; HINO et al.,2020). Frente as diferencas anatomofisiologicas
destes dois grupos de animais, mesmo nao encontrando literatura referente a estabilidade da
betaglucana no rdmen, assim, é de se supor que o biopolimero possa passar por alguma
modificacdo de sua estrutura quimica durante sua passagem por este compartimento digestivo.
Tal hipotese pode ser sustentada por estudos de biopolimeros semelhantes em ambiente
ruminal, em que tanto a celulose (XING et al., 2020), quanto a quitosana (SOUZA et al.,
2011), as quais também possuem ligagdes glicosidicas, apresentam baixa estabilidade ruminal
devido a intensa clivagem da cadeia polimérica por acdo enzimatica da microbiota residente.
Diante do exposto, o presente trabalho visa gerar conhecimento que auxilie na compreenséao
das transformacgdes quimicas da betaglucana no rimen de modo a contribuir para seu uso
eficiente para bovinos.

2. BETAGLUCANAS
2.1. Definicao, fontes e estrutura quimica

Polissacarideos sdo biopolimeros formados por unidades monoméricas de carboidratos
unidas entre si por ligacGes glicosidicas, os quais se diferenciam pela composicdo dos
monomeros, grau de ramificacdo, comprimento das cadeias, tipos de ligacdo, podendo,
portanto, formar uma diversidade de compostos quimicos e consequentemente com diferentes
propriedades fisico-quimicas (FREIMUND et al., 2003; ZONG et al., 2012; SECHI et al.,
2017). De uma forma geral, as unidades monomeéricas da cadeia principal de polissacarideos
sdo monossacarideos de seis carbonos, a formula geral desses polimeros pode ser representada
como (CeH1005)n onde 40 < n < 3000. Quanto a origem dos polissacarideos caracterizados
como biopolimeros, estes podem ser classificados em dois grupos: naturais, provenientes de
algas, plantas, microrganismos e animais, ou semissintéticos, produzidos por modificacdo
quimica ou enzimatica das macromoléculas de origem. (ZONG et al., 2012).

Conforme ilustrado na Figura 1, a betaglucana é composta por unidades monomeéricas
de D-glicose, unidas por ligagdes B-glicosidicas dos tipos (1,3), (1,4) e/ou (1,6), podendo ou
ndo apresentar ramificagcbes em sua molécula (AHMAD et al., 2018). Embora historicamente
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0s cereais sejam a fonte mais conhecida de betaglucana em funcéo da sua abundancia, como o
observado na Figura 2, a betaglucana também estd presente na parede celular de outras
espécies, como, por exemplo, fungos, bactérias e algas. Por sua vez, essas betaglucanas
isoladas de diferentes fontes variam bastante quanto as caracteristicas de suas ligagdes

glicosidicas, grau de ramificacdo, peso molecular e solubilidade (KAUR et al., 2019).

Figura 1 - Estrutura molecular de betaglucanas derivadas de bactérias, fungos, leveduras e
cereais.

Fungo: Glucana com ligagdes B(1.3)na cadeia  Levedura: Glucana com ligagdes B(1.3) na

principal e ramificagdes curtas B(1,6) cadeia principal e ramificagdeslongas f(1.6)
CH,OH CH,CH CH OH CH,OM Cn OH CH,OH
Ve F'Q\\ \-0— o_',uo\/’}_\o O_K
N\ >; ; < / < /
"g’“ oM \ "f?lf.‘ i e oM o':o
] ° o
CHiOM CHiOM cu CH.OM CH oM CH,0H CH,OH

Bactéria: Glucana de cadeia linear com ligagdes do  Cepeal: Glucana de cadeia linear com
tipo 5(1.3) ligacdes dostipos B(1.3)/ B(1.4)

Fonte: adaptado de de Graaff et al (2018).

Figura 2 - Organograma das diferentes fontes de betaglucana.
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. Pleurotus Levedura (ex: Cetraria P

Aveia ostreatus ™ S. cerevisiae) islandica Laminaria sp.
Pleurotus

Cevada e pulmunarius L+ Fungos (ex: . Phytophthora
o Candida albicans) sp.

Milhete o -
aryngn e Bactérias (ex:

Alcaligenes faecalis)
L Lentinula

edodes
Fonte: adaptado de Kaur et al (2019).

As betaglucanas derivadas de cereais possuem, predominantemente, ligacoes
glicosidicas do tipo B(1,3) e B(1,4), sem quaisquer ligacdes B (1,6) (Pizarro, 2014). Por sua

vez, cadeias lineares com ligacdes do tipo P(1,3) e ramificagdes do tipo P(1,6), sdo
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encontradas em fungos e algumas algas, enquanto que betaglucanas bacterianas possuem
apenas cadeias lineares retas com ligagdes do tipo B(1,3) (MANNERS et al., 1973; VACLAV
e MIROSLAV, 2013). Com relacdo & solubilidade, este parametro fisico-quimico costuma ser
influenciado tanto pelo peso molecular e tipo de ligacdo, quanto pelo grau de ramificacdo das
betaglucanas (VACLAV e MIROSLAYV, 2013) (Tabela 1). Assim, em funcdo da variacéo
desses parametros, 0 que se observa na pratica é uma grande variabilidade da solubilidade da
betaglucana tanto em funcdo da fonte da matéria-prima quanto do processo de extracéo
(HINO et al.,2020).

Tabela 1 - Fontes e propriedades quimicas das betaglucanas mais comumente relatadas.
N.D.: Ndo determinado, PM: peso molecular.

Fonte Betaglucana | Organismo/espécie Ligacdes PM Solubilidade
glicosidicas (KDa) em agua

Alga Laminarin Laminaria digitata B(1,3-1,6) 3.5-7.7 SIM
Bacteéria Curdlan Alcaligenes faecali B(1,3) 53-2000 NAO
Fungo Maitake Grifola frondosa B(1,3-1,6) 1000 SIM
Lentinan Lentinula edodes B(1,3-1,6) 400-1000 SIM
Pachyman Poria cocos B(1,3-1,6) N.D. NAO
PGG Saccharomyces B(1,3-1,6) 120-205 SIM

cerevisiae
Pleuran Pleurotus ostreatus B(1,3-1,6) N.D. NAO
PSK Trametes versicolor B(1,3-1,4) 94-100 SIM
Schizophylla Schizophyllum B(1,3-1,6) 450 SIM

n commune
Scleroglucan Sclerotium rolfsii B(1,3-1,6) 1000 SIM
SSG Sclerotinia B(1,3) N.D. SIM

sclerotiorum

WGP Saccharomyces B(1,3-1,6) N.D. NAO

cerevisiae
Yeast Saccharomyces B(1,3-1,6) 35-5000 NAO

cerevisiae
Zymosan Saccharomyces B(1,3-1,6) N.D. NAO

cerevisiae

Plantas Cevada Hordeum vulgare B(1,3-1,4) 23-137 SIM (baixa)
superiores

Aveia Avena sativa B(1,3-1,6) 40-359 SIM

Fonte: adaptado de de Graaff at al (2018).

Uma importante fonte de betaglucana é a parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
um eucarionte unicelular, usado na industria de panificacdo e na producdo de alcool por rota
fermentativa, fato de extrema relevancia para o agronegocio brasileiro (PARAPOULI et al.,
2020). A parede celular dos fungos € constituida basicamente de polissacarideos e proteinas,
no caso do Saccharomyces cerevisiae, sua parede celular é composta por 48-60% de glucana,

das quais 50 a 55% sdo representadas por betaglucanas com ligagdes do tipo B-1,3 e até 15%
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sdo compostas por betaglucanas com ligacdes do tipo B (1,6), 20-23% de manoproteinas, 0,6-
2,7% de quitina, que é composta por  (1,4) N-acetilglicosamina e uma pequena porcao de
lipidios (AVRAMIA e AMARIEI, 2021). A distribuicdo destes componentes estd organizada
em duas camadas principais, sendo a externa composta de manoproteinas e, a interna de
glucana e quitina, em uma estrutura interconectada por ligacdes covalentes (Figura 3 A e B)
(CABIB et al., 2001, AVRAMIA e AMARIELI, 2021).

Figura 3 - (A) Estrutura geral da parede celular de fungos. (B) As caracteristicas estruturais do
Aspergillus fumigatus e Saccharomyces cerevisiae sdo distintas. O mddulo comum
encontrado em muitas espécies de fungos ¢é delimitado por linhas tracejadas.

S. cerevisiae
A :
GPLproteina, r |
1.3/1 6-glucan
Intracelular 2 ¢
° L d
Membrana plasmatica — : :
. _» °
El e A
O®0e. LT oA Aa s A
Quitina s i % 5
° ° e .
- plactofuran @ : ° ™
B-1.3 gucana . 3 RN
L3
\ f-1,6 glucana o..‘..'
h
/‘ v mannan :
Extracelular L )
A fumigatus

Fonte: adaptado de Ghassemi et al (2021).

Segundo Kaur et al (2019) a poténcia imunoldgica das betaglucanas em vertebrados
esta diretamente relacionadas a sua origem, peso molecular e caracteristicas estruturais (grau
de ramificacdo e conformacdo espacial). O peso molecular é influenciado pelo comprimento da
cadeia e pelo grau e tamanho das ramificacdes da molécula, que, por sua vez, sdo influenciados
pelo método de extracdo e modificacdo da betaglucana. Técnicas de modificacdes fisicas
influenciam nas estruturas espaciais, ja a modificagdo por agentes quimicos, hidrolise
enzimatica, tratamento quimico e a irradiacdo podem afetar tanto a conformacdo espacial
guanto as estruturas primarias da betaglucana.

Dependendo da fonte de betaglucana, seu peso molecular varia de 102 a 10° Da
(BROWN e GORDON, 2003). Segundo os autores, betaglucanas biologicamente ativas
geralmente tém grande peso molecular, enquanto que as de baixo peso molecular (5.000-
10.000 Da) apresentam pouca ou nenhuma atividade bioldgica. Por sua vez, as de peso
molecular intermediério possuem acBes bioldgicas in vivo, mas seus efeitos celulares s&o

menos evidentes, enquanto que as de alto peso molecular, em ensaios in vitro, podem ativar
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diretamente os leucdcitos, estimulando suas funcdes fagociticas, citotoxicas e atividade
antimicrobiana (LEE et al., 2002, BROWN e GORDON, 2003, AKRAMIENE et al.,2007).
2.2.  Atividade imunofarmacolégica da betaglucana

Historicamente, a capacidade imunomoduladora das betaglucanas foi detectada na
década de 40 do século passado, quando o Zymosan, obtido a partir do extrato da parede
celular de S. cerevisiae, demonstrou capacidade de ativar o sistema complemento e, somente
nas décadas de 60 e 70 demonstrou-se que esta resposta era consequéncia das ligacdes
glicosidicas B-(1,3) e B-(1,6) da betaglucana (HINO et al., 2020). Embora esses biopolimeros
exibam uma ampla gama de funcgdes bioldgicas, como pré-bioticos, efeito hipoglicemiante,
efeito hipocolesterolémico e atividade antitumoral (decorrente da agdo imunomoduladora)
(AKRAMIENE et al.,2007), suas propriedades imunofarmacoldgicas também sio exploradas
para prevenir e mitigar os sinais clinicos de uma ampla gama de doencas infecciosas em
diversas espécies (TZIANABOS, 2000; LOWRY et al., 2005, STUYVEN et al., 2009).

Imunomoduladores sdo compostos capazes de interagir com o sistema imunoldgico e
estimular/suprimir aspectos especificos da resposta do hospedeiro, os quais, quando ocorrem
mediados por receptores celulares, caracterizam-se como imunofarmacos (TZIANABOS,
2000). Para Tzianabos, a capacidade imunomoduladora é dependente de fatores, como: dose,
via e tempo de administracdo do composto em questdo. Estrategicamente, a imunomodulagédo
terapéutica objetiva modular aspectos da resposta imune do hospedeiro, que possam ser
aumentados ou suprimidos de forma a obter o desfecho de resposta bioldgica desejado pelo
clinico ou interventor. Como fruto dessa intervencao, essa abordagem, deve permitir que o
hospedeiro melhore sua defesa contra microorganismos invasores durante o curso da infecgéo.

Embora a compreensdo do mecanismo de acdo das betaglucanas ainda esteja em
desenvolvimento, um dos mecanismos primarios de sua acdo sobre o sistema imune, envolve
o0 estimulo dosistema imune inato. Isto ocorre por sua interacdo com receptores especificos de
fagdcitos, o que modula a producdo de diversas citocinas e reflete no sistema imune
adaptativo, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células T, B e células natural killer
(NK) (KIM et al., 2011). Os principais componentes do sistema imune inato sdo as células
fagocitarias, como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas, 0s quais sdo responsaveis por
reconhecer “agentes estranhos” aos organismos, por consequéncia sao 0s primeiros a
reconhecerem a betaglucana. Segundo Novak e Vetvicka (2008), este reconhecimento da
betaglucana pelas células fagocitarias é baseado em receptores ndo clonais - Receptores de
Reconhecimento de Padrdo (PRRs), que identificam moléculas de superficie de

microorganismos, denominados Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS).
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Destaca-se que os PAMPs sd@o moléculas de alguns seres vivos, ndo exclusivos de patdgenos,
que sdo altamente conservadas do ponto de vista evolutivo, mas que diferem das moléculas do
hospedeiro e interagem com 0s PRRs presentes em células do sistema imune.

Como o efeito final da acdo da betaglucana sobre o sistema imune inato se da pelo
aumento da atividade fagocitaria e proliferativa, principalmente, de macréfagos e células
dendriticas, esses efeitos bioldgicos sdo geralmente mais estudados (SCHEPETKIN e
QUINN, 2006). No entanto, as vias de sinalizacdo exatas dos respectivos receptores e a
intercomunicacdo entre estes ainda sdo obscuras, principalmente se tratando de ruminantes
(KIM et al., 2011).

Os principais PRRs que interagem com as betaglucanas sdo os receptores Toll-Like
(TLR2), lectina-1 tipo C associada as células dendriticas (Dectina-1), receptor do
complemento 3 (CR3) e a lactosilceramida (LacCer) (Quadro 1).(KIM et al., 2011, HINO et
al., 2020).
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Quadro 1 - Sumario de receptores de betaglucana.

Receptor Tipo celular Principais fungdes | Outros ligantes ao
receptor que nao
sao betaglucana

Dectina-1

Células mononucleares, Componentes
macrdfagos, neutrofilos, Fagocitose, celulares néo
celulas dendriticas e producdo de ROS e identificados de
células T. citocinas fungos e proteinas
de membrana de
células T
Receptor Células NK, neutrofilos, Citotoxidade em Varios
complemento 3 célulasBeT. células componentes
(CD11b/CD18) cancerigenas microbianos
Lactosilceramidas Neutrofilos, células Producéo de Varios
epiteliais citocinas e EROs componentes
microbianos
Receptor Toll-like Macréfagos, células Vaérios
2 dendriticas, células B e T, Producéo de componentes
células epitelias citocinas microbianos
Receptor Células endoteliais,
scavenger células mieloides Fagocitose LDL, HDL

Fonte: adaptado de (Hino et al., 2020).

Segundo Hino e colaboradores (2020), a dectina-1 é um dos PRRs mais bem
caracterizados no que diz respeito a ligacdo da betaglucana, sendo encontrada na superficie de
monocitos, macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas. Este receptor é uma proteina
transmembrana Unica do tipo Il que possui um dominio lectina tipo C, semelhante ao receptor
de células Natural Killer, no que tange ao dominio extracelular. A dectina-1 possui um
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) no seu dominio intracelular que sofre
fosforilacdo da tirosina pela ligacdo com betaglucanas, ativando, assim,varias vias de
sinalizacdo celular. A dectina-1 possui 244 residuos de aminoéacidos e seis residuos de
cisteina, nas proximidades do quarto residuo de cisteina localizam-se dois aminoacidos
(Trp221 e His223) que parecem ser criticos para a ligagdo da betaglucana ao receptor
(PALMA et al.,, 2006). Segundo os autores, este receptor reconhece especificamente
betaglucanas do tipo B-(1,3) (1,6) de fungos, plantas e bactérias, ndo sendo ativado para
betaglucanas com ligagdes B-(1,4) ou a-mananas. Como consequéncia da interacdo entre
betaglucana e o receptor dectina-1 ocorre aumento da atividade fagocitaria e producdo de

espécies reativas de oxigénio (EROSs) e de citocinas inflamatorias (PALMA et al., 2006).
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Vaérios estudos relataram sinalizacdo colaborativa de dectina-1 em combinacdo com
TLRs (DE GRAAFF et al., 2018). Os receptores do tipo Toll-like 2 (TLR2) sdo proteinas da
familia TLR que possuem um dominio extracelular contendo sequéncias repetitivas ricas em
leucina, os quais funcionam como receptores de reconhecimento de acidos lipoteicoicos e
peptideoglicanos, componentes da parede celular de bactérias Gram-positivas (HINO et
al.,2020). Apesar destes receptores apresentarem alta afinidade pelos componentes
bacterianos supracitados, eles também se ligam as betaglucanas, como por exemplo, 0
Zymosan que se liga aos TLR 2 e 4 de macrdofagos e aumentam a producdo celular de
citocinas como TNF-a e IL-12, via de sinalizacdo NF-xB (LEBRON et al., 2003). As
ativagdes dos TLRs e da dectina-1 promovem respectivamente o disparo das cascatas dectina-
1/Syk e TLR/Myd88, responsaveis por induzir a translocacdo das subunidades de fator
nuclear kappa B(NF-«kB) para o ntcleo das células fagocitarias e, com isso promover a
transcricdo de genes pro-inflatorios e associados a ativacdo dos macréfagos (DENNEHY et
al., 2008).

A betaglucana também possui afinidade com o receptor do complemento 3 (CR3), que
é uma integrina transmembranar heterodimérica composta pelas cadeias CD11b e CD18, onde
a subunidade CD11b apresenta sitios de ligacdo semelhante a lectina no dominio extracelular,
o qual se liga a betaglucana (XIA et al., 1999). A interacdo do CR3 com a betaglucana é
conhecida por aumentar a atividade citotdxica contra microorganismos patogénicos
opsonizados e células tumorais (XIA et al., 1999, HINO et al., 2020). Isso é conseguido em
funcdo de incremento nas respostas celulares associados aos processos de adesdo,
citotoxicidade, fagocitose, degranulacdo e migracéo.

Lactosilceramida (LacCer) € um receptor do tipo glicoesfingolipideo localizado na
membrana plasmatica que possui uma por¢ao composta por uma ceramida hidrofobica e outra
de acucar hidrofilico. Este tipo de receptor é frequentemente encontrado em neutréfilos e
células epiteliais e estdo associados ao reconhecimento de betaglucanas em diversos
microorganismos como, por exemplo, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e
Saccharomyces cerevisiae (JIMENEZ-LUCHO et al., 1990). Em macréfagos, a betaglucana
induziu a produgdo de proteina inflamatéria de macréfagos tipo 2 (MIP-2) e TNF-a via
sinalizag@o por NF-kB e proteina cinase C (PKC) (WANG et al., 2005, LEHTOVAARA et al.,
2011). A interacédo da betaglucana com a lactosilceramida causa diferentes respostas celulares,
incluindo producdo de citocinas, de EROs e diferenciacdo de macrdfagos tipo 2 (NOVAK e
VETVICKA, 2008).
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Embora as betaglucanas ativem vérias vias de sinalizagdes celulares associadas a
resposta imune inata, elas também podem atuar na imunidade adquirida. A imunidade
adquirida é mediada primeiramente por linfocitos B e T. Os linfocitos B estdo envolvidos
principalmente na resposta de anticorpos (resposta imune humoral), enquanto que 0s
linfécitos T sdo responsaveis pelaresposta imune celular. A imunidade adquirida necessita da
apresentacdo do antigeno por fagocitos (células dendriticas e macrofagos) (DE GRAAFF et
al., 2018). Em adicdo, apés a ativacdo de células dendriticas, macréfagos e algumas outras
células do sistema imune inato pelas betaglucas, diversas citocinas sdo secretadas, e as
mesmas sdo essenciais tanto para promover a diferenciacdo e maturacdo dos linfocitos T
auxiliares (Th), durante a apresentacdo do antigeno, quanto para modular a intensidade do tipo
de classe de imunoglobulinas (lg) produzidas peloslinfécitos B (HINO et al., 2020). O

Quadro 2 apresenta os efeitos da betaglucana nas células do sistema imune.
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Quadro 2 - Efeito da betaglucana nas células imunes.
Tipo de Betaglucana Potencializacéo de: Atenuacao
célula imune® de:
e Expressdo génica de proteinas de
choque térmico;
B-(1—6)-glucana | e Producio de ERO;

Neutréfilos de (Candida e Fagocitose;
alblcarls) e Cascata de complemento e
PGG opsonizacdo por C3b e mais

degradacdo em iC3b e C3dg
e Expressdo génicade IL-1B, IL-8 e

Cevada, Aveia, IL-10;
Lentinan® e Expressdo génica de receptores de
Macrofagos | Wellmune Soluvel, lectina tipo C;
Lentinan® ¢ Inclinando os macréfagos em

direcdo a um perfil alternativo de
expressao génica semelhante ao

M1
e Expressdo génica de IL-6, IL-12,
WGP® IL-2, TNF-a e IFN-y;
Células Curdlan® o Expressdo de superficie de CD11c,
dendriticas HLA-DR, CD86 e CD40;
e Producédo de IFN-y, IL-2 e
IL12p40;

e Expressdo génica e secre¢do
proteica de IL-1p, IL-6 e 1L-23

Linfocitos B | Curdlan, Zymosan® | e Producédo de TNF-a, IL-6 € IL-8 Producdo de

IgM e
proliferacdo
de células B
Células e Expressdo génica de I1L-12p35; Atividade
supressoras Curdlan o Expressdo de superficie de CD11c, | daarginase
derivadas de CD40, CD86, MHCII e CD80 e nitritos no
mieloides baco

Legenda: 2 iC3b: C3b inativado; IFN-y: interferon gama; IgM: imunoglobulina M; MHCII: complexo
principal de histocompatibilidade 1l; ERO: espécies reativas de oxigénio; TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa. ® Para tipos de células imunes néo listados (como linfécitos T), B glucanas ndo foram
(ainda) relatadas como indutores de efeitos diretos. ¢ Células primarias humanas e linhas celulares. ¢
Estudo com camundongos.

Fonte: Quadro traduzido de de Graaff (2018).

Segundo Sonck e colaboradores (2010) as glucanas estimulam a produgdo de uma
variedade de mediadores, destacando-se 0 TNF-R, interferon-y (IFN-y), fator estimulador de
coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF), MIP-2 e, as interleucinas IL-11p, L-8, IL-10,
IL-12, IL-4, IL6. Como consequéncia das alteragfes das concentraces dessas biomoléculas

em modelos murinos, destaca-se o estimulo para inducdo da diferenciacdo dos linfocitos Th,
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principalmente os Thl e Th17 (LEIBUNDGUT-LANDMANN et al., 2007). Por outro lado, a
betaglucana estd envolvida na inducdo da tolerancia imunoldgica da microbiota comensal,
mediada pela ativacdo do eixo de sinalizagdo dectinal-COX2 (ciclo-oxigenase 2) das células
dendriticas que atuam na diferenciacdo de linfocitos T naives em linfocitos T regulatérios
antigeno-especificos (Treg) (DILLON et al., 2006, LEE et al., 2021).

Levando em consideracdo as potencialidades do uso estratégico da betaglucana como
imunofarmaco para prevencao/controle de doencgas infecciosas, Omara et al (2021),
mostraram um efeito protetor da suplementacdo dietética com betaglucana em frangos de
corte, infectados experimentalmente com Eimeria. Nesse experimento, os efeitos protetores
da betaglucana a 0,1% de peso vivo foram correlacionados com a resposta tardia no escore de
lesdo e foram explicados pelo aumento da expresséo de IL-10, IL-17F, IFN-y, iNOS ¢ fator
inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) no timo a partir do décimo quarto dia de
experimento. Por sua vez, Sun et al (2020), avaliaram a capacidade terapéutica da betaglucana
contra a infecgdo vaginal por Candida albicans. Camundongos que receberam betaglucana
apos a infecgdo tiveram 85% menos UFC do que camundongos do grupo controle. Em
compara¢do com o grupo controle, a betaglucana reduziu a migracdo de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNSs) na vagina, diminuiu os niveis de mRNA das citocinas 1L23,
IL22, IL17a e IL17f, genes anticandidas S100a8 e S100a9 e diminuiu a expressdo do receptor
de reconhecimento de padrdo de C. albicans, dectina-1, sugerindo que a betaglucana pode ser
um potencial agente terapéutico para infeccdo vaginal por C. albicans. Também em
camundongos infectados experimentalmente com Leishmania donovani, Patidar et al (2020),
avaliaram a imunomodulacdo da betaglucana de cevada e do zymosan, atraves da interacéo
com os receptores dectina-1 e TLR2 de macrofagos. Nesse experimento, ambas as fontes de
betaglucana interagiram com os dois receptores, ativaram as vias mediadas por MyD88 e Syk
apresentaram respostas inflamatorias aumentadas em macrofagos e induziram protecdo
dependente de linfocitos T no hospedeiro. Quando compararam a afinidade das duas fontes de
betaglucana aos receptores avaliados, identificaram que nas condi¢Oes experimentais o
biopolimero tem maior capacidade de interacdo com a dectina-1. Em experimentos um pouco
mais antigos, a atividade “anti-infecciosa” das betaglucanas também foi testada em modelos
de doengas bacterianas em desafios in vivo contra infecgdes por Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (WILLIAMS, et al, 1983, DILUZIO e WILLIAMS, 1978). Williams e
colaboradores (1983) administraram betaglucana de S. cerevisiae via intraperitoneal e
avaliaram tal atividade em infeccbes experimentais por E. coli, enquanto que Diluizio e

Williams (1978) avaliaram esse efeito ap0s administracdo intravenosa de betaglucana em
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infeccdo experimental in vivo por S. aureus (DILUZIO e WILLIAMS, 1978). Em ambos os
casos, o tratamento com a betaglucana promoveu redugdo da mortalidade ou a diminuicdo da
contagem bacteriana em animais infectados.

2.3.  Dinamica da betaglucana no trato gastrointestinal

Existem poucos estudos que examinaram a dindmica das betaglucanas no trato
digestivo e sua absorcdo ao longo do intestino. Muitos dos estudos que investigam o efeito da
administracdo oral da betaglucana no corpo, utilizaram parametros de resultados bioldgicos
sistémicos clinicos, os quais apresentam certo grau de subjetividade como indicadores de
efeitos fisiologicos, sem, contudo, avaliar a absorcdo, a estabilidade e o0s parametros
farmacocinéticos do biopolimero. De uma forma geral, isto ocorre frente aos desafios
analiticos para extrair, identificar e quantificar diretamente as cadeias poliméricas em matrizes
bioldgicas complexas (WRIGHT et al., 2011). Isto ocorre porque além das cadeias
poliméricas da betaglucana purificada apresentarem naturalmente grande variacdo de peso
molecular e por estarem ligadas a outros compostos quimicos complexos (e.g. quitosana,
quitina, peptideos,...). Um segundo dificultador é o fato do biopolimero sofrer modificaces
quimicas durante o transito intestinal.

Como exemplo destas limitacGes temos o trabalho de Rice et al (2005), que fizeram
uma medida indireta de fluorescéncia para estimar a concentracdo maxima plasmatica (Cmax)
da betaglucana em ratos. Nesse experimento, os autores administraram por gavagem trés tipos
de betaglucanas marcadas com fluorocromos que apresentavam diferentes graus de
polimerizacdo e modificacdo do grupo funcionalemratos adultos. Nesse experimento, 0S
autores identificaram que 0 Cmax de fluorescéncia variou em fungdo do peso molecular e do
grupo funcional.

Em monogasticos, as betaglucanas administradas por via oral chegam em uma forma
“ndo digerida no intestino” (i.e. na forma de oligdbmeros e polimeros), pois este grupo carece
de B-glicosidases. Durante o transito da betaglucana no sistema digestério, segundo Rice et al
(2005), as betaglucanas sdo provavelmente capturadas no intestino proximal por células
epiteliais intestinais (IECs) ou células M da mucosa nas placas de Peyer e, posteriormente,
reconhecidas por subconjuntos de células dendriticas CD103+ e macrofagos CXCR3+ dentro
do tecido linféide associado ao intestino (GALT). Aparentemente, a captacdo por IECs parece
ser independente da dectina-1, enquanto a captacdo da betaglucana pelo GALT aparenta
dependéncia dos receptores dectina-1 e TLR2 das células M. (De GRAAFF et al., 2018).
Segundo Adans e colaboradores (2008), apos a internalizacdo das betaglucanas por células

fagocitariasocorrem clivagensdas cadeias poliméricas, seguidas de secrecOes de fracOes
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sollveis das glucanas, as quais vao se ligar ao receptor do complemento 3 (CR3) presente em
outrostipos celulares.

Uma vez passando pelo epitélio intestinal, a betaglucana pode atingir 6rgdos linfoides
distantes via sangue ou linfa, fazendo uso de subconjuntos de células imunes inatas ou
transporte livre de celulas. Ao chegar a medula dssea, baco e ganglios linfaticos, as
betaglucanas fragmentadas d&o suporte a diferenciacdo de linfocitos efetores, como células
NK e células T CD8+ (De GRAAFF et al., 2018). Esses processos de distribui¢do tecidual da
betaglucana séo sustentados pelos achados de Hong e colaboradores (2004), que em estudos
administrando oralmente particulas de betaglucanas marcadas com fluorocromos a
camundongos, identificaram fluorescéncia em macrdfagos esplénicos e linfonodos no terceiro
dia apds administracdo e no quarto dia nos macrofagos da medula dssea.

Em todo este processo, ha que se atentar que as betaglucanas fragmentadas podem néo
se ligar ou estimular os mesmos receptores que as betaglucanas de origem. De fato, pequenas
particulas de betaglucana, com um comprimento de estrutura inferior a sete unidades de
glicose ndo podem se ligar aos receptores de dectina-1 (ADANS et al., 2008), e betaglucanas
soltveis ndo podem iniciar o agrupamento de dectina-1 em sinapses imunoldgicas e,
consequentemente, ndo podem ativar este receptor (De GRAAFF et al., 2018). Tal condicéo,
em muitos casos, pode explicar as diferencas biol6gicas identificadas entre vias orais e
parenterais de betaglucana (Vetvicka; Vetvickova, 2008).

De forma suscinta, a modulagio imune mediada por f-glucanas administrada
oralmente para monogastricos requer: (1) absorcdo intestinal; (2) trafego através do corpo; e
(3) ativacdo de células imunes em 6rgdos linfoides distantes, o que pode visualizado na figura
4,
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Figura 4 - Captacdo, trafego e ativacdo imune de betaglucanas.
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Legenda: (A) Betaglucanas ligam-se as células imunes inatas por meio de PPRs, geralmente
resultando em sinalizacdo por vias conservadas e produzindo ativacdo celular. (B) Dentro da medula
Ossea, os produtos de degradacdo de grandes betaglucanas ligam-se a CR3 nos neutrofilos, resultando
em sua ativacdo. (C) Dentro dos 6rgédos linfoides, células dendriticas e macréfagos produzem uma

variedade de IFNs tipo | e citocinas pro-inflamatorias, culminando em diferenciacdo aumentada de
linfocitos efetores.

lymph

Fonte: de Graaff et al (2018).

2.4.  Peculiaridades do sistema digestivo de ruminantes que podem impactar na
estabilidade da betaglucana

Simplificando, tanto a anatomia quanto a fisiologia digestiva dos ruminantes sdao
marcadamente diferentes dos animais monogastricos. Previamente a digestdo quimica do
alimento, 0s ruminantes possuem um conjunto de quatro compartimentos denominados de

ramen, reticulo, omaso e abomaso, onde ocorre uma série de processos fermentativos (figura
5) (PARISH et al., 2009).
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Figura 5 - Esquema do sistema digestivo de ruminantes, com foco nos compartimentos do
estomago (rumen, reticulo, omaso e abomaso).

Intestino

Fonte: imagem adaptada e extraida do arquivo: PSF A-10005.png, Dominio publico.
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=3541895.

O compartimento ruminoreticular é habitado por uma populagdo de microorganismos
que incluem bactérias estritamente anaerobicas, protozoarios ciliados, fungos anaerébicos e
arqueias. No rumen esses microorganismos sao responsaveis pela fermentacéo e digestdo de
cerca de 50 a 65% do amido e do agUcar sollvel, em que, principalmente, bactérias digerem
celulose das paredes celulares vegetais, digerem amido complexo, sintetizam proteinas a
partir de nitrogénio nao proteico e sintetizam vitaminas do complexo B e vitamina K
(PARISH et al., 2009). Outra caracteristica peculiar do sistema digestivo de ruminantes é a
presenca de glandulas salivares com elevada capacidade de producdo de saliva rica em
bicarbonato, que tem como funcdo tamponar o conteddo ruminal para manté-lo em uma
condicdo de pH estdvel (6,2-7,2) e compativel com o0s processos fermentativos
(CHOLEWINSKA et al., 2020). Dentre todas as bactérias do sistema digestivo de ruminantes,
estdo presentes os seguintes filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Fibrobacteres,
e em menor quantidade Tenericutes e Actinobacteria (KHAFIPOUR et al., 2016), que
contribuem para a decomposicdo de residuos vegetais, polissacarideos, celulose, acidos
graxos superiores e compostos aromaticos no rumen. O filo Fibrobacter, ao qual pertence a
Fibrobacter succinogenes, € constituido por bactérias celuloliticas cujo crescimento no rimen
é assegurado pelas betaglucanas, e sua decomposicao resulta na formacao dos &cidos formico,
acetico e succinico (CHOLEWINSKA et al., 2020). Destaca-se que esses compartimentos
bioldgicos também podem estar colonizados por uma vasta microbiota que podem conter
betaglicosidases capazes de clivar ligagoes B (1,3), B (1,4), B (1,6) (BADHAN et al., 2022,


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=3541895
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GAO et al.,, 2022, BELZECKI et al., 2012), o que pode impactar significativamente na
estabilidade quimica da betaglucana.

A partir do processo de degradacdo ruminal dos polimeros da parede celular de
vegetais, sdo produzindo &cidos graxos volateis (AGVs), como: &cido acético (usado para
sintese de lipideos), acido priopiénico (usado para sintese de glicose) e acido butiritco. Esses
AGVs servem como principal fonte de energia e tém impacto direto nos parametros
fisiologicos do animal. Os gases produzidos no ramen incluem dioxido de carbono, metano e
sulfeto de hidrogénio, e ao separarem-se da fracdo liquida do conteddo ruminal, sdo liberados
na atmosfera por movimentos de eructacdo (PARISH et al., 2009, CHOLEWINSKA et al.,
2020).

Segundo Cholewinska e colaboradores (2020), o reticulo possui como principal fungéo
coletar as particulas menores da digesta e mové-las para 0 omaso, enquanto as particulas
maiores permanecem no rumen para continuar o processo de fermentacdo. Por sua vez, o
omaso tem como principal fungdo absorcao de nutrientes da racdo e da agua. Ja o0 abomaso, se
assemelha ao estdmago quimico de monogastricos, produzindo &cido cloridrico e enzimas

digestivas, como a pepsina.
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3. HIPOTESE

Baseado nas diferencas anatomofioldgicas do sistema digestivo de ruminantes e de
monogastricos, bem como pelo fato dos mecanismos de absor¢éo e ativacdo do sistema imune
pela betaglucana, serem dependentes de caracteristicas conformacionais, estruturais, de peso
molecular, e de densidade de ligacGes do tipo B, foi hipotetizado que a betaglucana possa estar
sofrendo modificagdo quimica no rumen, pela acdo da microbiota residente nesse
compartimento digestivo.
4, OBJETIVO

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar as modificacdes
quimicas intraruminais de quatro produtos de betaglucana extraidos de uma mesma estirpe de
S.cerevisiae, com variagdes no meio de cultura e no processo de extragdo, a fim de gerar
informacBes que auxiliem na compreensdo de parametros que possam alterar a

biodisponibilidade deste imunofarmaco quando administrado para bovinos.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Fontes de betaglucana, quitina e celulose

Quatro produtos derivados de levedura foram utilizados neste experimento, obtidos
pela purificacdo industrial da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (Biorigin, Lencgois
Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Trés produtos foram produzidos sob condicdo de fermentacéo
controlada enquanto que o quarto produto foi obtido da mesma levedura, contudo com
crescimento em condigdes anaerdbicas em caldo de cana-de-agUcar. Ap6s a purificagdo
industrial, o cultivo de leveduras foi submetido a autolise onde as enzimas intracelulares séo
ativadas por condicdes de processamento apropriadas, resultando em uma degradacéo parcial
das estruturas da parede celular, seguida de centrifugacéo e separacdo do extrato de levedura
da parede celular da levedura (Podpora et al., 2016). Por meio desse processamento, foi
obtido o produto purificado padrdo de parede celular de levedura (BG1) com concentracao de
betaglucana de 83%. Posteriormente, a parede celular purificada da levedura foi submetida a
um processamento de hidrélise quimica por &cidos (Peat et al., 1961, Ogawa et al., 1994), a
fim de solubilizar parcialmente a camada externa de betaglucana para obter o produto soltvel
Yeast Cell Wall (BG2) com concentracdo de betaglucana de 45%. Para o terceiro produto
(BG3), paralelamente a este processo, outras etapas de centrifugacdo foram realizadas, com
concentracéo de betaglucana de 88%. O quarto produto (BG4) passa pelo mesmo processo do
BG3, porém a S. cerevisiae cresce em condi¢cBes anaerobicas e caldo de cana, com
concetracao de betaglucana de 91%. Maiores detalhes dos processos de extracdo e purificacdo
ndo puderam ser fornecidos devido a questBes de segredo industrial. A quitina (448877
Sigma-Aldrich) e os nanocristais de celulose foram gentilmente fornecidos pela Embrapa
Gado de Leite.
5.2.  Animais e delineamento experimental

Os experimentos in situ foram conduzidos com duas vacas Holandesas
permanentemente fistuladas no rumen, para experimentos de nutricdo animal. Os animais
receberam agua ad libitum e foram alimentados com dieta de manteca baseada em silagem de
milho complementada com racdo a base de milho e soja, haja vista que a base de silagem é o
volumoso mais usado em bovinos leiteiros em confinamento. A analise composicional da
dieta foi realizada em duplicata, no laboratorio de analise de alimentos da Embrapa Gado de

Leite e encontra-se em anexo na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicdo centesimal da dieta utilizada no experimento.

Anélise | Amostral | Amostra2 | Média | Desvio Padréo
ASE (%) 92,85 92,37 92,61 0,24
CZ (%) 514 4,60 4,87 0,27
CZ-FDN (%) 0,90 1,00 0,95 0,05
DIV-FDN (%) 40,96 45,20 43,08 2,12
DIVMS (%) 78,64 717,57 78,11 0,54
EB (Kcal/Kg) 4.327,41 4.348,81 4.338,11 10,70
EE saq. (%) 2,78 2,45 2,62 0,16
FDA (%) 22,12 21,57 21,85 0,28
FDN (%) 42,54 44,42 43,48 0,94
Lig (%) 0,29 0,08 0,19 0,11
PB (%) 6,02 5,49 5,76 0,26
PB-FDA (%) 0,57 0,60 0,59 0,02
PB-TBF (%) 2,02 1,99 2,01 0,02
PB-TCA (%) 2,17 2,10 2,14 0,03
PB-FDN (%) 1,40 1,41 1,41 0,01

Nota: ASE: Amostra seca em estufa, CZ: cinzas, CZ-FDN: cinzas de fibra em detergente neutro, DIV-
FDN: digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro, DIVMS: digestibilidade in vitro da
matéria seca, EB: energia bruta, EE: extrato etéreo, FDA: fibra em detergente acido, FDN: fibra em
detergente neutro, Lig: lignina, PB: proteina bruta, PB-FDA: proteina bruta da fibra em detergente
neutro, PB-TBF: proteina bruta em tampdo borato fosfato, PB-TCA: proteina bruta em &cido
tricloroacético, PB-FDN: proteina bruta em fibra em detergente neutro.
Fonte: Do autor (2022).

5.2.1 Experimento 1:

Por possuir maior concentracdo de betaglucana e por ser um coproduto do processo de
producdo de bioenergia amplamente utilizado do Brasil, o experimento 1 teve por objetivo
identificar as modifica¢bes quimicas que ocorrem na betaglucana (BG4) no ambiente ruminal.
Para isso, foram incubados trés gramas de BG4 no rimen de bovinos, com auxilio de sacos de
nylon (ANKOM® F57) (Grove et al., 2006)., em duplicata, por um periodo de 48 horas.
Foram coletadas amostras para analise de microscopia eletronica de varredura, espectroscopia
no infravermelho médio, Raman nos tempos 0, 24 e 48 horas.

5.2.2 Experimento 2:

O experimento 2 teve por objetivo avaliar as diferencas de estabilidade ruminal de
betaglucanas produzidas com variacbes nos meios de cultura e nos processos de extracao.
Para tanto foram utilizadas quatro fontes de betaglucana distintas (BG1, BG2, BG3 e BG4).
Para isso, foram incubados 0,5 gramas de betaglucana no rimen de bovinos, de cada uma das
respectivas fontes de betaglucana, com auxilio de sacos de nylon (ANKOM® F57), em
duplicata. Previamente a incubacdo e imediatamente ap0s a incubacdo, todas as amostras

foram secas em estufa de secagem a 65 °C por 24 horas para determinacdo da matéria seca.
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Foram coletadas amostras nos tempos de incubacdo 0, 6, 12, 24, 48, 72, 120 e 168h, para
analise de espectroscopia no infravermelho e espectroscopia UV-vis.
5.3.  Analise por espectroscopia no infravermelho

No experimento 1 os espectros foram obtidos por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier usando um espectrémetro FTIR Perkin Elmer operando no
modo de absorcdo. Os espectros foram obtidos na faixa de 400-4000 cm™* com resolugdo de 4
cm?, e 32 varreduras foram obtidas usando pastilhas de KBr. Por sua vez, no experimento 2,
0s espectros foram obtidos em espectrémetro infravermelho Bruker modelo Alpha, na regido
de interesse, utilizando acessério de reflectancia total atenuada (ATR) in situ, com 128
varreduras e resolucéo espectral de 4 cm™. Todos os espectros foram tratados com o programa
Origin 2021.

5.4.  Analise por espectroscopia Raman

Os espectros foram obtidos em equipamento FT Raman da Bruker modelo FRS100
equipado com detetor de germanio, resfriado com N3 liquido, e excitados com laser de 1064
nm de Nd:YAG, com poténcia de ca. 75 mW na amostra, com média de 512 varreduras, e 4
cm* de resolugio espectral, em faixa de 4000 a 50 cm™.

5.5.  Medidas de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens foram obtidas em Microscopio Eletronico Hitachi TM 3000, Hitachi Ltd.,
Tokyo, Japan, com voltagem de aceleracdo de 15 kV, sob baixo vacuo, com diferentes
magnificacdes. As amostras foram fixadas no porta-amostra com fitas de carbono.

5.6.  Método de ensaio colorimétrico de betaglucanas utilizando vermelho do congo

O metodo foi desenvolvido com base na interacdo quimica especifica que ocorre entre
o corante vermelho do Congo e as 3-D-glucanas. Como consequéncia dessa interacdo ocorre 0
deslocamento do espectro eletronico do vermelho do congo para maiores comprimentos de
onda, o que é associado a concentracdo de betaglucanas (SEMEDO et al., 2015). Assim, uma
solugdo aquosa de vermelho do congo a 490 p mol.L? e solucdes de 0,01 g das amostras
(quitina, celulose, BG1, BG2, BG3 e BG4) em 10 mL de solucdo aquosa contendo 7 % de
hidroxido de sodio e 12 % de ureia foram preparadas. Contudo, para a solubilizacdo das
amostras foi necessario realizar o processo de congelamento (-18 °C) e descongelamento uma
vez ao dia até se completar 6 dias (ABDELAZIZ et al., 2022). Apds as amostras
solubilizadas, foram misturados 3 mL das suas respectivas solu¢gdes com 1 mL da solucdo de
vermelho do congo, as solucdes resultantes foram agitadas e os espectros eletronico foram

obtidos utilizando um equipamento da marca PG Instruments modelo T70. Por fim, para a
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obtencéo do espectro eletrénico do vermelho do congo misturou-se 1 mL de sua solugdo com

3 mL da solugédo NaOH/ureia.

6. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO
6.1. Experimento 1

O Brasil é o maior produtor mundial de alcool a partir de cana de aglUcar, uma rota
para producdo de biocombustivel verde e altamente sustentavel (Luz et al., 2009). O S.
cerevisiae é a levedura mais eficiente para efetuar esse processo fermentativo e, por
consequéncia, a betaglucana derivada desse processo industrial apresenta ampla
disponibilidade para seu uso na produ¢do animal como imunofarmaco. Assim, o estudo inicial
ocorreu com a amostra de betaglucana extraida a partir de fermentacéo alcodlica.

O uso da betaglucana como um imunofarmaco é dependente de sua absorcdo e
capacidade de ligar-se a receptores celulares do sistema imune. Aparentemente, as
betaglucanas podem ser absorvidas no intestino delgado ativamente por transcitose mediada
por receptores dectina-1 ou passivamente por via paracelular (Hino et al., 2020). Por sua vez,
a ativacdo do sistema imune € mediada pela ligacdo da betaglucana aos receptores celulares
do tipo dectina-1, Toll-like 2 e 4 (TLR-2 e 4), lactosilceramida e complemento 3 (CR-3)
(KIM et al., 2011; Hino et al., 2020). Ambas as caracteristicas sdo altamente influenciadas
pelo peso molecular, grau de ramificacdo e conformacdo espacial da cadeia polimérica da
betaglucana, sendo estes parametros associados a sua poténcia biologica (Kaur et al., 2020).
De uma forma geral, considera-se que cadeias poliméricas com menos de sete unidades
monoméricas ou de baixo peso molecular apresentam pouca, ou nenhuma poténcia bioldgica
(ADANS et al., 2008). Isso se explica face as especificidades de interacGes fisicoquimicas
necessarias para ocorrer a ativacdo dos receptores pela betaglucana, como por exemplo a que
ocorre entre os residuos de aminoacidos Trp221 e His223 e a betaglucana na dectina-1
(PALMA et al., 2006). InteragBes similares também sdo necessarias para ativar 0s receptores
TLR 2 e 4 (LEBRON et al., 2003), CR3 (XIA et al., 1999) e lactosilceramida (JIMENEZ-
LUCHO et al., 1990).

Tanto a poténcia bioldgica quanto o tipo de resposta do sistema imune variam em
funcdo da via de aplicacdo da betaglucana (i.e. oral ou parenteral) (Vetvicka e Vetvickova,
2008). Essa diferenca pode ser atribuida a um processo de clivagem da cadeia polimérica da
betaglucana durante seu transito intestinal. Em suinos, que possuem sistema digestivo
monogastrico, estima-se que enzimas hidroliticas oriundas de bactérias do trato

gastrointestinal superior sdo capazes de induzir a despolimerizacdo da betaglucana em ateé
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80% ate sua chegada ao final do intestino delgado (Holtekjalen et al., 2014). Na literatura,
nédo existem trabalhos avaliando a estabilidade da betaglucana em ambiente ruminal. Todavia
é de se estimar que a betaglucana esteja exposta a um ambiente mais adverso que o sistema
digestivo de monogastricos, uma vez que dados de metagenémica sugerem que 0 rumem &
colonizado por uma grande variedade de microorganismos com potencial de producao endo e
exo betaglicosidases do tipo B (1,3), B (1,4), B (1,6) (BELZECKI et al., 2012, BADHAN et
al., 2022, GAO et al., 2022,).

Para avaliar a estabilidade da betaglucana no ramen de bovinos, foram obtidos os
espectros Raman e infravermelho do biopolimero previamente a sua incubacdo ruminal, aos
quais podem ser observados na Figura 6 (A). A banda de maior intensidade em ambos os
espectros pode ser atribuida aos modos de vibracdo de ligacbes O-H das estruturas
glicosidicas, com absor¢do na regido de 2900 cm™. As bandas em 1459 e 1371 cm™ sdo
referentes a modos tipicos de esqueleto de polissacarideos, ou ainda bandas em 1657 e 1608
cm?, referentes a modos de vibragdo das ligagdes C=0 e C=C, respectivamente. Outras
bandas presentes podem também ser atribuidas, como 1119 e 892 cm, referentes a modos
acoplados v(C-O)+ v(C-C)+ 6(C-O-H) e 6(C-C-H) + 6(C-O-C), respectivamente. Entretanto, a
banda mais marcante pode ser observada em 429 cm™ referente a0 modo tipico de
deformacéo da ligacdo (C-C-C) da estrutura glicosidica (ALVES et al., 2016, EDWARDS et
al., 1997, ALMEIDA et al., 2010, BOUTROS et al., 2022, DU, et al., 2012). Com os dados
espectroscopicos obtidos, principalmente baseados nos espectros Raman, ndo € possivel
diferenciar se a betaglucana apresenta em alguma forma estrutural especifica, como f (1,3) ou
B(1,6) glucana, indicando fortemente que existe uma mistura das duas formas.

Na Figura 6 (B), podemos observar os espectros Raman e infravermelho da amostra de
betaglucana ap6s incubacdo em 48 horas. Nesta figura a qualidade dos espectros fornece um
indicio de hidrdlise sofrida pela amostra, tanto em termos de intensidades relativas quanto em
termos de posicdo de bandas. E bem conhecido da literatura que amostras organicas, sob
efeitos externos que levam a deterioracdo da sua qualidade estrutural, mostram essa
degradacdo nos seus respectivos espectros (KHATIBI et al.,, 2018). Em termos de
comparagdo, 0s espectros Raman das amostras de betaglucana pré-incubagdo ruminal, 24
horas e 48 horas de incubacdo ruminal, podem ser observados na Figura 6 (C). Nesta, a banda
em 2900 cm?, referente a0 modo vibracional de estiramento da ligagdo C-H, nos trés
espectros apresenta intensidade similar. Entretanto, conforme o tempo de incubagdo evolui,
percebe-se a diminuigcdo da intensidade das demais bandas. Esse achado sugere fortemente

que a amostra esta sofrendo um processo de degradacéo significativo ao longo do tempo.
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Corroborando com essa interpretacdo, a forma de vérias das bandas também sofre mudancas,

sendo um forte indicativo do processo de degradacéo.

Figura 6: Espectros Raman e Infravermelho da betaglucana pré incubacao ruminal e em
diferentes tempos pds incubagdo ruminal.
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Legenda: (A) Espectros Raman e Infravermelho da betaglucana pré incubacdo ruminal. (B) Espectros
Raman e infravermelho da amostra de betaglucana apds 24 horas de incubagdo ruminal. (C) Espectros
Raman de betaglucana nos tempos Oh, 24h e 48h de incubagdo ruminal.

Fonte: Do autor (2022).

Processos de degradacdo das cadeias poliméricas por acdo de microorganismos podem
induzir alteracbes morfologicas em escala micrométrica do polimero bulk (CANGEMI et al.,
2006). Assim, para avaliar os efeitos do microambiente ruminal sobre a morfologia da
betaglucana, foram obtidas micrografias eletronicas de varredura pré-introdugédo no rumen,
(Figura 7 B) e apds 24 horas de exposi¢do ao ambiente ruminal (Figura 7 D). Na Figura 7 A
observa-se a amostra macroscopicamente em forma de p6 e na Figura 7 B (MEV) pode-se
observar a presenca de estruturas esferoides e rugosas com didmetro variando entre 5 e 50

micrometros. Estruturas com morfologia semelhante sdo relatadas por Bastos e colaboradores
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(2015), processos fermentativos alcoolicos fazem com que leveduras produzam paredes
celulares mais espessas e com cadeias de betaglucanas com elevado grau de ramificacédo, as
quais podem ser visualizadas pela técnica de MEV com estruturas esferoides irregulares. Por
sua vez, as betaglucanas expostas a 24 horas de ambiente ruminal observa-se intensa mudanca
na morfologia da betaglucana, com esta assumindo uma morfologia microscopica amorfa
tanto macroscopicamente (Figura 7 C) quanto na MEV (Figura 7 D). Esta mudanca de
morfologia pode ser explicada por uma reorganizacdo das cadeias de betaglucana em funcéo
de alteracGes bioguimicas do ambiente ruminal, de um processo de plastificacdo do polimero
ou de um processo de hidrolise. De fato, a desorganizacdo da tripla hélice helicoidal das
betaglucanas de alto peso molecular em estruturas com formato de caracol pode ocorrer em
funcdo de mudancas no meio liquido em que a betaglucana se encontra, mas este parece ser
um processo pouco provavel de ocorrer no rimen, uma vez que necessita de pH superior a 10
(MANABE et al., 2021). Outras conformacdes da betaglucana que podem estar associadas ao
meio em que elas se encontram, sdo as formas de dupla helice, cadeias aleatérias, bastdo e
agregados (WANG et al., 2017). Apesar de ndo poder ser descartado, por ndo ter sido
identificada a presenca de novas bandas nas andalises espectroscopicas, a plasticizacdo por
substancias de baixo peso molecular é um fendmeno que a betaglucana pode sofrer e impactar
em sua morfologia (SAGNELLI et al., 2017). Por outro lado, a acdo de betaglicosidases da
microbiota ruminal € um mecanismo de degradacdo da betaglucana altamente provavel de
estar ocorrendo. Essa hipétese € sustentada tanto pelo deslocamento e pela reducdo das
intensidades de bandasdas bandas espectrais de infravermelho e Raman do material submetido
as condicbes ruminais, quanto pela vasta literatura que relata a ocorréncia de microbiota
produtora de endo e exoglucanases no riumen (BADHAN et al., 2022, GAO et al., 2022,
BELZECKI et al., 2012), inclusive destacando que os oligossacarideos mais longos séo
melhores substratos para atuacdo de exo-f-1,3-glucanases extraidas de rumen (Kalyani et al.,
2021).
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Figura 7— Imagens da betaglucana antes (macroscopia) (A) e (MEV) (B) e apds 24 horas de
incubacgédo ruminal (macroscopia) (C) e (MEV) (D).
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Fonte: Do autor (2022).

6.2.  Experimento 2

As betaglucanas estdo entre os principais componentes da parede celular do S.
cerevisiae e fazem contato direto com o meio extracelular. Tal condicdo faz com que os
estresses abidticos impactem qualiquantitativamente em sua biossintese. Assim, fatores como
temperatura, pH, tempo de cultivo e fonte de carbono para crescimento podem impactar na
quantidade de betaglucana produzida, em seu peso molecular médio, na densidadede ligacGes
do tipo beta, na relacdo de ligacGes alfa/beta, no grau de ramificacdo e presenca de ligacOes
beta (BASTOS et al., 2015; VARELAS et al., 2015; NARUEMONETA et al., 2013). Por sua
vez, 0 processo de extracdo das betaglucanas envolve condigdes extremas de pH, temperatura
e acdo mecénica, que pode promover a separacdo de subgrupos de betaglucana, ou mesmo
hidrélise da cadeia polimérica original em subunidades de peso molecular mais baixos
(MAHESHWARI et al., 2017). Assim, considerando o impacto das variaveis supracitadas nas
caracteristicas finais da betaglucana, delineou-se um experimento para avaliar as
consequéncias na estabilidade ruminal tanto de variagdes na fonte de carbono utilizada para o
crescimento da levedura, quanto no processo de extracdo da betaglucana de uma Unica estirpe
de S. cerevisiae. Previamente a incubagdo ruminal, quatro amostras comerciais de betaglucana

foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho: BG1, BG2, BG3 e BG4.
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6.2.1. Espectroscopia no Infravermelho para quatro betaglucanas obtidas por
diferentes processos de extracéo

A Figura 8 apresenta os espectros de absor¢cdo no infravermelho das amostras
estudadas e a tabela 3 a tentativa de atribuicdo das bandas de acordo com a literatura
(CARDENAS et al., 2004; OH et al., 2005; NOVAK et al., 2012; SYNYTSYA; NOVAK,
2014; KOVALEVA et al., 2016; LIU; KIM, 2017; MILHOMENS et al., 2018; GIEROBA et
al., 2020). Os compostos comerciais BG1l, BG2, BG3 e BG4 sdo constituidos
majoritariamente por betaglucanas, no entanto em funcdo do seu processo de purificacdo
podem apresentar impurezas associadas aos acidos graxos, lipideos, proteinas, entre outros
(BZDUCHA-WROBEL et al., 2020). No entanto, a presenca de quitina como impureza
também € relatada, pois essa constitui a parede celular dos fungos e também pode apresentar-
se ligada a B-glucana covalentemente (CHEN et al., 2021; SIETSMA; WESSELS, 1979). A
celulose também pode estar presente como impureza dependendo do processo de obtencédo da
betaglucana, por exemplo, se for fabricada a partir da cana de agtcar (PAGLIUSO et al.,
2021).

Nesse contexto, os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos a fim de
identificar as impurezas nas diferentes amostras comerciais. Assim, nos espectros do BG2 e
BG3 é possivel observar dois ombros pronunciados em torno de 1700 cme no BG1 apenas
um, que ndo sdo associados a estrutura da betaglucana e sim a impurezas como proteinas e
acidos graxos (PENGKUMSRI et al., 2016). O mesmo é observado no espectro do BG4, no
entanto de forma menos pronunciada, indicando uma menor presenca desses compostos. Além
disso, no espectro do BG2 e BG3 observa-se que as bandas em 2927 e 2853 cm? se

apresentam-se mais intensas, indicando novamente uma maior quantidade de impurezas.
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Figura 8 - Espectro de absorcdo no infravermelho da quitina (a), celulose (b), BG4 (c), BG2

(d), BG3 (e) e BG1 ().

(a)
— (b
=X
E
2 ©
[=i
=
£
% —(d)
o
=
(e)
—(h
T I T 1 T I T 1 | I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda/ cm™

500

Fonte: Do autor (2022).

Nos espectros de todas as amostras verifica-se a presenca da banda em torno de 1635

cm™ que ndo ¢ caracteristica da betaglucana e pode ser associada a §(OH) de moléculas de

agua devido a umidade das amostras ou a presenca de quitina nas amostras. Contudo, a

indicacdo da presenca de quitina nas amostras pode ser observada na regido espectral em
torno de 1570 cm™. No espectro do BG1 e do BG2 nota-se uma banda bem definida e um

ombro pronunciado, respectivamente, no entanto para as outras amostras ocorre apenas um

ombro pouco pronunciado. Em relacdo a celulose ndo é possivel propor sua presenca na

composicdo das amostras comerciais, uma vez que ndo se observa uma banda caracteristica

sua nos espectros das amostras.
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Tabela 3 - Tentativa de atribuicdo vibracional baseada em polissacarideos similares e calculos
de estrutura eletronica da literatura (continua).

Quitina Celulose BG4 BG2 BG3 BG1 | Tentativa de atribuicdo
3347 3541/3473/3414 3430 3457 3233 v(OH)
3266/310 vs(NH)
0
2962 vas(CH(-CH3))
2931 Vas(CH(-CHz-))
2891 vs(CH(-CH2-))
2902/2859 2925 2927 2926 vas(CH>)
2861 2853 2853 vs(CH2)
1707 1734/1 1738/1 1739 v(C=0)
711 707
1658 1635 1641 1635 1633 v(C=0)
1633/1615 8(OH)
1559/131 8(NH) e v(CN)
1
1459 1456 1456 1456  §(O-CH3), S(HCH),
8(HOC) e §(CH)
1425/1383/1339/ 3(CH2)
1319/1278
1414 8s(CH(-CH2-))
1375 1377 1379 1386 8(CH) e 5(COH)
1376 8as(CH(-CH2-))
1315 1307 1311 1311 8(CH) e 8(OH)
1262 8(NH)
1251/1 1245/1 1249/1 1246 O0(CCH)
201 206 204
1157 1161 1159 1152 1159 1157  vw(C-O-C) da ligagdo
glicosidica
1114/1073 1202/1118/1058/ 1418/1 1071/1 1414/1 1408/1 v(C-0)
/1030 1013 077 414 077 070
1105 1110 1107 1110 v(C-0) e v(C-C)
953 8(CHs)



896

1043 1043 1041 1046

890 883 887 892

42

3(CC), 6 (COH),
3(CH)
O(HCC), 6(HCO),
O0(CH) e Ligagao
Ligacao

Fonte: Do autor (2022). (concluséo).
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A regido do espectro de absor¢do no infravermelho entre 900 e 1200 cm™ tém sido
utilizada para a diferenciagdo das ligagdes B(1,3), B(1,4) e B(1,6), Contudo, quando a largura
de uma banda é maior do que a adjacente a distincdo entre elas é dificultada, mesmo
aumentando a resolucdo do instrumento. No entanto, foi demonstrado que procedimentos
matematicos podem ser usados para extrair as informacdes estruturais ocultas (GALICHET et
al., 2001). Neste sentido, a Figura 9 mostra os espectros deconvoluidos utilizando a curva

Lorentziana.

Figura 9 - Deconvolucéo dos espectros de absor¢do no infravermelho do BG3 (a), BG2 (b),
BG1 (c), BG4 (d).
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Fonte: Do autor (2022).

A banda em torno de 990 cm™ é associada a ligagdo B(1,6) e pode ser identificada nos
espectros das amostras BG3 e BG4 contribuindo de forma significativa no espectro, mas nos
espectros do BG1 e BG2 essas bandas aparecem de forma menos intensa. As bandas em torno
de 1160, 1120, 1075 cm™ sdo associadas a ligagdo P(1,6) e podem ser visualizadas nos
espectros de todas as amostras. A primeira e terceira aprecem com maior contribui¢cdo nos
espectros do BG3 e BG4 e a segunda com a mesma contribuicdo em todas as amostras.

Em relacdo as bandas que identifiquem a ligacao B(1,4) ha controvérsias na literatura,
pois uma referéncia (PENGKUMSRI et al., 2016) indica que a banda em torno de 1025 cm'
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esta associada a essa ligagdo fB(1,4) e outra (GIEROBA et al., 2022) demonstra esta banda no
curdlan, glucana com a presenga apenas de ligacdo B(1,3). A banda em 1042 cm™ aparece
associada a B(1,3) (PENGKUMSRI et al., 2016) e a p(1,4) (CHAIYASUT et al., 2018) o que
torna inconsistente seu uso na identificacdo das ligacdes.

Contudo, a partir dos resultados pode-se inferir que as amostras BG3 e BG4
apresentam uma maior quantidade de glucanas que a BG1 e BG2, mesmo levando em conta a
possivel contribuicdo da quitina nesta analise, uma vez que as duas Ultimas apresentaram uma
maior possibilidade de presenca de quitina. Essa conclusdo estd em comcordancia com 0s
dados de concentracdo de betaglucana fornecida pelo fabricante.

Uma vez caracterizada, todas as amostras comerciais de betaglucanas foram incubadas
no rimen bovino por um periodo de 168 horas para avaliar a perda de massa e estimar sua
estabilidade (Figura 10).

Figura 10 - Comparagdo da massa residual entre as quatro fontes de betaglucana incubadas no
ramen bovino por um periodo de 168 horas.
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Fonte: Do autor (2022).

A amostra BG1 foi a que apresentou perda de massa mais rapida, ndo sendo mais
detectada no ramen seis horas apo0s incubacdo. Isso sugere que o material € composto
majoritariamente por betaglucanas de baixo peso molecular, a qual solubilizou ou foi
rapidamente degradada no rimen. Tanto BG3 quanto BG4 passaram pelo mesmo processo de
extracao e purificacdo, o BG4 foi produzido por fermentagéo alcoolica. Diferengas no meio de
cultivo podem promover a priorizacdo de vias metabolicas associadas a biossintese da
betaglucana no S. cerivisiae (SHAHINIAN e BUSSEY, 2000), interferindo tanto na
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quantidade de betaglucana, como também na sua massa molecular e grau de ramificacdo
(NARUEMON et al., 2013). Especificamente a fermentagdo alcodlica pode induzir a
producdo de betaclucanas com maior grau de ramificagdo da cadeia polimérica e, portanto,
com paredes celulares mais rigidas e grossas (BASTOS et al., 2015). Tal condicdo pode
ajudar a explicar a maior estabilidade da betaglucana associada ao BG4. Por outro lado, a
diferenca de estabilidade ruminal observada entre as betaglucanas dos produtos BG1, BG2 e
BG3, pode ser atribuida principalmente as diferengas de processo de extragdo, que pode
sabidamente produzir extratos de betagluca com caracteristicas de peso molecular,
conformacao e grau de ramificacéo distintos, mesmo que a fonte de betaglucana seja comum a
todos (MAHESHWARI et al., 2017; CASEIRO et al., 2022).

As Figuras 11, 12 e 13, mostram os espectros das amostras BG4, BG3 e BG2,
respectivamente, ap0s serem submetidas ao ambiente ruminal bovino por diferentes tempos.
Em relacdo a amostras BG1 ndo foi possivel obter os espectros uma vez que ap6s 6 h no
sistema ruminal essa ja havia se degradado totalmente. Nos espectros de todas as amostras em
todos o0s tempos analisados observa-se as bandas em torno de 3500 cm™ e 1631/1818 cm™
associadas a umidade das amostras e atribuidas ao v(OH)e 8(OH), respectivamente. A partir
da anéalise do espectro do BG4 é possivel observar a auséncia quase total das bandas em
2926/850 e 890 cm?, referentes ao vas(CH2)/vs(CHy) e ligacio P, respectivamente. Além disso,
uma diminuicio significativa da intensidade das bandas nas regides entre 1500-1300 cm™ e
1200-900 cm™.

Figura 11 - Espectro de absorc¢do no infravermelho do BG4 depois de submetido ao sistema
ruminal por diferentes periodos.
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Fonte: Do autor (2022).
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Figura 12 - Espectro de absorcéo no infravermelho do BG3 depois de submetido ao sistema
ruminal por diferentes periodos.
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Figura 13 - Espectro de absor¢éo no infravermelho do BG2 depois de submetido ao sistema
ruminal por diferentes periodos.
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Em relac&o ao espectro do BG3 em 6 h, ainda é possivel notar as bandas em 2926/850
e 890 cm™ de forma mais nitida que do no espectro do BG4, no entanto no decorrer do tempo
essas se tornam menos intensas assim como no BG4. O mesmo pode ser visualizado nas
bandas nas regides entre 1500-1300 cm™ e 1200-900 cm™.

Em relacdo aos espectros do BG2 observa-se que mesmo apds 72 horas as bandas em
2926/850 e 890 cm apresentam-se de forma significativa nos espectros, da mesma forma que
as bandas nas regiGes em 1500 -1300 cm™ e 1200 — 900 cm™, que tém apenas as suas
intensidades relativas alteradas. Contudo, observa-se a formacdo de uma nova banda em 1730
cmt, que pode ser atribuida ao v(C=0), devido a formagéo da ligagcdo C=0 no grupo final da
molécula de B-glucana, apds a cisdo da ligagdo B (LUAN et al., 2021). A formacdo dessa
banda também é observada de forma menos intensa nos espectros do BG3. Por fim, a partir
dos espectros pode-se indicar que a amostra BG2 apresenta maior estabilidade ao ambiente

ruminal que a amostras BG3 e BG4, 0 que estd de acordo com o ensaio de degradacédo
ruminal.
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6.2.2. Espectroscopia UV-vis

Na literatura o vermelho congo é usado para caracterizacdo de estruturas terciérias de
glucanas, isso devido & sua interagdo com a tripla hélice B(1,3) e B(1,6) das glucanas que faz
que ocorra um deslocamento do espectro Uv-vis para maiores comprimentos de onda
(NITSCHKE et al., 2011; SEMEDO et al., 2015). Além disso, é descrito que o vermelho do
congo ndo interage com outros polissacarideos. Nos dois trabalhos glucanas extraidas de
cogumelos foram solubilizadas em pH 7,0 utilizando solugfes tampdo, solucdo tampdao
fosfato (NITSCHKE et al., 2011) e solucdo tampdo acido citrico/hidroxido de sodio
(SEMEDO et al., 2015). Neste contexto, com 0 objetivo de comparar o deslocamento no
espectro Uv-vis das diferentes amostras realizou-se o experimento de forma semelhante,
modificando-se apenas a forma de solubilizacdo das amostras, uma vez que as amostras néo
sdo soluveis utilizando-se os tampdes descritos anteriormente.

A Figura 14 mostra o espectro Uv-vis das diferentes amostras analisadas e nele é
possivel observar que diferentemente do que foi descrito na literatura os carboidratos celulose
e quitina foram o que interagiram mais com o corante vermelho do congo e assim
apresentaram maior deslocamento no espectro Uv-vis. Isto pode estar relacionado com a
forma diferente utilizada para solubilizar os materiais. Percebe-se que 0 ensaio em questdo
ndo € especifico para glucanas, contudo levando em conta que o corante interage com
polissacarideos em geral, a partir do resultado obtido podem-se inferir quais amostras
apresentam maior pureza através do maior deslocamento do espectro Uv-vis. Assim, o0 BG4
apresenta maior pureza, seguido do BG3. O BG1 e BG2 sdo 0S menos puros, com pureza
semelhante. Este resultado estd de acordo com o observado utilizando a deconvolucdo do
espectro no infravermelho que indicou 0 BG3 e BG4 como mais puros.
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Figura 14 - Espectro Uv-vis do vermelho do congo (a), quitina (b), celulose (c), BG4 (d), BG3
(e), BG2 (f) e BG1 (g).
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Fonte: Do autor (2022).

7. CONCLUSOES PARCIAIS

Baseado em nossos resultados parciais, por mais que, quimicamente, 0s quatro
produtos sejam betaglucana, por serem produzidos a partir de uma mesma estirpe de levedura,
porém com variacdes nos processos de cultivo, extracdo e purificacdo, podem apresentar
comportamento de degradacdo ruminal distintos, o que pode impactar na sua
biodisponibilidade. =~ Como  consequéncia  disso, baseado no  comportamento
imunofarmacolégico da BG, sugere-se que para 0 uso deste biopolimero em bovinos para
determinada aplicacdo bioldgica, sejam necessarios estudos especificos do comportamento
raminal da BG escolhida para que sejam definidos protocolos de uso e dose da mesma. Com
isso, dificilmente, sera possivel comparar doses para ruminantes obtidas de diferentes fontes

de BG ou diferentes processos de producdo e extracdo da mesma.
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EVALUATION OF THE RUMINAL STABILITY OF DIFFERENT BETAGLUCAN
PRODUCTS EXTRACTED FROM SACCHAROMYCES CEREVISIAE TO SUBSIDY
ITS USE ASAN IMMUNODRUG

ABSTRACT: We evaluated the ruminal stability of four betaglucan products extracted from
the same strain of S.cerevisiae, with variations in the culture medium and in the extraction
process. Samples were incubated in the rumen of fistulated cattle (in situ) for 72 hours. The
analysis times were 6, 12, 24, 48 and 72 h. For these samples, mass loss and chemical
modifications of the polymeric chain were evaluated by Raman spectroscopy, infrared and
NMR techniques. The rate of mass loss varied in all beta-glucan extracts, probably after
cleavage of the polymeric chain at the B (1,3) and B (1,6) bonds. With loss of molecular
weight and intensity of polymer chain branching. The passage of betaglucan through the
rumen promoted chemical modifications in different betaglucan extracts. Such a condition has
the potential to impact both the bioavailability and the biological activity of orally
administered beta-glucan for cattle.

Keywords: antimicrobial resistance. biopolymer, chemical structure, immunomodulation,

pathogens.

INTRODUCTION

It is estimated that by 2050 antimicrobial resistance will be responsible for causing 10
million annual deaths of the human population and economic suppression of about 1 trillion
dollars, in addition, studies have shown that the annual Gross Domestic Product (GDP) may
decrease by 1% globally, but approximately 5-7% for developing countries *.

The inappropriate and excessive use of antibiotics, both in humans and animals, is the
main factor responsible for the selection of multidrug-resistant pathogenic bacteria?. Such
estimates raise concerns both at the government level and among the final consumers of
animal proteins®. In general, improving the host's immune defenses against pathogens helps to
prevent antimicrobial resistance 14,

This is because, according to the Committee on Medicinal Products for Veterinary Use
of the European Community, increasing the immune status of herds promotes a reduction in
the use of antibiotics, as it hinders the spread of pathogens, increases animal resilience against
infections and reduces the need for antimicrobial therapy °.

The use of immunomodulators to enhance host defense responses has become a
promising and growing strategy to mitigate antibiotic consumption. The concept of searching
for livestock aligns with current global concerns about facing the challenge of antimicrobial

6

multi-resistance °. Immunomodulators are chemical compounds capable of increasing or
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suppressing the immune response to adjust it to a challenge, which may or may not be
infectious ’. This approach favors the use of endogenous host mechanisms to enhance the
animal's defense against infectious agents®.

Within the concept of immunomodulation, betaglucan has been used as an oral
immunopharmaceutical in production animals to increase their immune status °. This practice
has been successfully performed in poultry °, pigs *°, and fish 1.

However, in ruminants, the use of betaglucan is still controversial. Research using this
biopolymer suggests that bovine monocytes exposed in vitro increase the production of pro-
inflammatory cytokines. Positively reflecting a pattern of trained immunity 2. As it was
observed that B(1,3) glucan improves productivity, and oxidative stress status and exerts an
immunoenhancement effect in transition cows®. While for other approaches, no significant
effects of betaglucan were found on the bovine immune system in vivo 1 1°,

The explanation for the differences in biological responses between ruminants and
monogastric animals is still unclear. There are no concrete data regarding the stability of
betaglucan in the rumen. Studies of similar biopolymers (that have glycosidic bonds) in the
ruminal environment, like cellulose ® and chitosan /, show low ruminal stability due to
intense cleavage of the polymeric chain by the action of the resident microbiota.

Overall, we aimed to evaluate the intra-ruminal behavior of four betaglucan products
extracted from the same strain of S.cerevisiae, with variations in the culture medium and in
the extraction process. Our focus is to generate information that would help the understanding
of parameters that may alter the bioavailability of this immunopharmaceutical when

administered to cattle.

MATERIALS AND METHODS

Sources of betaglucan, chitin and cellulose. Four yeast-derived products were used
in this experiment, obtained by industrial purification of the cell wall of Saccharomyces
cerevisiae (Biorigin, Lencdis Paulistas, Sdo Paulo, Brazil). Three products were produced
under controlled fermentation conditions, while the fourth product was obtained from the
same yeast, but grown under anaerobic conditions in sugarcane juice. After industrial
purification, the yeast culture was grown to autolysis where intracellular enzymes are
activated by biological processing conditions, evolved into a partial deficiency of cell wall
structures, followed by centrifugation and separation of the yeast extract from the yeast cell

wall*8, Through this processing, the purified yeast cell wall standard product (BG1) with a
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beta-glucan concentration of 83% was obtained. subsequently, the purified yeast cell wall was
observed in a chemical hydrolysis process by harvest > 2 in order to partially solubilize the
outer layer of beta-glucan to obtain the soluble product Yeast Cell Wall (BG2) with a beta-
glucan concentration of 45%. For the third product (BG3), in parallel to this process, other
centrifugation steps were carried out, with a betaglucan concentration of 88%. The fourth
product (BG4) undergoes the same process as BG3, but S. cerevisiae grows under anaerobic
conditions and sugarcane juice, with a betaglucan concentration of 91%. Details of the
extraction and purification processes could not be provided due to industrial secrecy concerns.
Chitin (448877 Sigma-Aldrich) and cellulose nanocrystals were kindly provided by Embrapa
Gado de Leite.

Selection and maintenance of animals. The in situ experiments were conducted with
two Holstein cows permanently fistulated in the rumen, for animal nutrition experiments. The
animals received water ad libitum and were fed a maintenance diet based on corn silage
supplemented with corn and soy-based feed, given that silage is the most used roughage in
feedlot dairy cattle. The compositional analysis of the diet was performed in duplicate at the

food analysis laboratory at Embrapa Gado de Leite and is attached in Table 1.

Analysis Samplel Sample2 Mean Standard Deviation

ASE (%) 92,85 92,37 92,61 0,24
CZ (%) 5,14 4,60 4,87 0,27
CZFDN (%) 0,90 1,00 0,95 0,05
DIV-FDN (%) 40,96 4520 43,08 2,12
DIVMS (%) 78,64 7757 78,11 0,54
EB (Kcal/lKg) 4.327,41 4.348,81 4.338,11 10,70
EEsaq. (%) 2,78 2,45 2,62 0,16
FDA (%) 22,12 2157 21,85 0,28
FDN (%) 42,54 4442 4348 0,94
Lig (%) 0,29 0,08 0,19 0,11
PB (%) 6,02 5,49 5,76 0,26
PB-FDA (%) 0,57 0,60 0,59 0,02
PB-TBF (%) 2,02 1,99 2,01 0,02
PB-TCA (%) 2,17 2,10 2,14 0,03
PB-FDN (%) 1,40 1,41 1,41 0,01

Table 1: Proximate composition of the diet used in the experiment.
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Experimental design. Experiment 1. Because it has a higher concentration of
betaglucan and it is a co-product of the widely used bioenergy production process in Brazil,
this experiment identified the chemical modifications that occur in betaglucan (BG4) in the
ruminal environment. For this, three grams of BG4 were incubated in the rumen of cattle,
with the aid of nylon bags®* (ANKOM® F57), in duplicate, for a period of 24 hours. Samples
were collected for scanning electron microscopy, mid-infrared spectroscopy and Raman
spectroscopy at 0, 12 and 24 hours. Experiment 2. We aimed to evaluate the differences in
ruminal stability of betaglucans produced with variations in culture media and extraction
processes. For that, four different sources of betaglucan were used BG1, BG2, BG3, BG4. For
this, 0,5 grams of betaglucan were incubated in the bovine rumen, from each of the respective
sources of betaglucan, with the aid of nylon bags?* (ANKOM® F57), in duplicate. Prior to
incubation and immediately after incubation, all samples were dried in a drying oven at 65°C
for 24 hours to determine dry matter. Samples were collected at incubation times 0, 6, 12, 24,
48, 72, 120 and 168h for analysis of infrared spectroscopy and UV-vis spectroscopy.

Analysis by infrared spectroscopy. In experiment 1 the spectra were obtained by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy using a Perkin Elmer FTIR spectrometer operating
in absorption mode. Spectra were obtained in the range of 4004000 cm—1 with a resolution
of 4 cm™!, and 32 scans were obtained using KBr pellets. In turn, in experiment 2, the spectra
were obtained in a Bruker Alpha infrared spectrometer, in the region of interest, using an in
situ attenuated total reflectance (ATR) accessory, with 128 scans and a spectral resolution of 4
cmL. All spectra were treated with the Origin 2021 program.

Analysis by Raman spectroscopy. The spectra were obtained in a Bruker FT Raman
equipment, model FRS100, equipped with a germanium detector, cooled with liquid N, and
excited with a 1064 nm Nd:YAG laser, with power of ca. 75 mW in the sample, with an
average of 512 scans, and 4 cm-1 of spectral resolution, in a range of 4000 to 50 cm™.

Scanning electron microscopy measurements. Images were obtained using a Hitachi
TM 3000 Electron Microscope, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan, with an accelerating voltage of 15
kV, under low vacuum, with different magnifications. The samples were fixed in the sample
holder with carbon tapes.

Colorimetric assay method for betaglucans using congo red. The method was
developed based on the specific chemical interaction that occurs between Congo red dye and
B-D-glucans. As a consequence of this interaction, the electronic spectrum shifts from Congo
red to longer wavelengths, which is associated with the concentration of betaglucans??. Thus,

an aqueous solution of Congo red at 490 pmol.L™* and solutions of 0.01 g of the samples
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(chitin, cellulose, BG1, BG2, BG3, BG4) in 10 mL of aqueous solution containing 7%
hydroxide sodium and 12% urea were prepared. However, for the solubilization of the
samples it was necessary to carry out the process of freezing (-18 °C) and thawing once a day
until completing 6 days®3. After the samples were solubilized, 3 mL of their respective
solutions were mixed with 1 mL of Congo red solution, the resulting solutions were stirred
and the electronic spectra were obtained using a PG Instruments model T70 equipment.
Finally, to obtain the Congo red electronic spectrum, 1 mL of its solution was mixed with 3

mL of the NaOH/urea solution.

RESULTS AND DISCUSSION

In the case of experiment 1, Brazil is the world's largest producer of alcohol from
sugarcane, a route for the production of green and highly sustainable biofuel®. S. cerevisiae is
the most efficient yeast to carry out this fermentation process and, consequently, the
betaglucan derived from this industrial process is widely available for use in animal
production as an immunopharmaceutical. Thus, the initial study took place with the
betaglucan sample extracted from alcoholic fermentation.

The use of betaglucan as an immunopharmaceutical is dependent on its absorption and
ability to bind to cellular receptors of the immune system. Apparently, beta-glucans can be
absorbed in the small intestine actively by transcytosis mediated by dectin-1 receptors or
passively by paracellular route 2. In turn, the activation of the immune system is mediated by
the binding of betaglucan to cell receptors such as dectin-1, Toll-like 2 and 4 (TLR-2 and 4),
lactosylceramide and complement 3 (CR-3) 2> %, Both characteristics are highly influenced
by the molecular weight, degree of branching and spatial conformation of the betaglucan
polymer chain, with these parameters being associated with its biological potency?’. In
general, it is considered that polymeric chains with less than seven monomeric units or of low
molecular weight have little or no biological potency 28, This is explained by the specificities
of physicochemical interactions necessary for the activation of receptors by betaglucan to
occur, such as the one that occurs between the amino acid residues Trp221 and His223 and
betaglucan in dectin-1?°. Similar interactions are also required to activate TLR 2 and 4 %,
CR3%! and lactosylceramide ? receptors.

Both the biological potency and the type of immune system response vary depending
on the betaglucan application route (i.e. oral or parenteral) 3. This difference can be attributed
to a process of cleavage of the beta-glucan polymeric chain during its intestinal transit. In

pigs, which have a monogastric digestive system, it is estimated that hydrolytic enzymes from
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bacteria in the upper gastrointestinal tract are capable of inducing the depolymerization of
beta-glucan by up to 80% until it reaches the end of the small intestine®*. In the literature,
there are no studies evaluating the stability of betaglucan in the ruminal environment.
However, it is to be estimated that betaglucan is exposed to a more adverse environment than
the digestive system of monogastric animals, since metagenomic data suggest that the rumen
is colonized by a wide variety of microorganisms with the potential to produce endo and exo
beta-glucosidases of the type B (1.3), B (1.4), B (1,6) 3363,

To assess the stability of betaglucan in the bovine rumen, the Raman and infrared
spectra of the biopolymer were obtained prior to its ruminal incubation, which can be seen in
figure 1 (A). The most intense band in both spectra can be attributed to the vibration modes of
O-H bonds of the glycosidic structures, with absorption in the region of 2900 cm™. The bands
at 1459 and 1371 cm™ refer to typical modes of polysaccharide backbone, or the bands at
1657 and 1608 cm™, refer to vibration modes of C=0 and C=C bonds, respectively. Other
bands present can also be attributed, such as 1119 and 892 cm™, referring to the coupled
modes v(C-O)+ v(C-C)+ 6(C-O-H) and 6(C-C-H) + 8(C-O-C), respectively. However, the
most striking band can be observed at 429 cm™, referring to the typical bond deformation
mode (C-C-C) of the glycosidic structure & 39404142 "\ijth the spectroscopic data obtained,
mainly based on Raman spectra, it is not possible to differentiate whether beta-glucan
presents in some specific structural form, such as 3 (1,3) or B(1,6) glucan, strongly indicating
that there is a mixture of the two shapes.

In figure 1(B), we can observe the Raman and infrared spectra of the betaglucan
sample after incubation in 24 hours. In this figure, the quality of the spectra provides an
indication of hydrolysis suffered by the sample, both in terms of relative intensities and in
terms of band positions. It is well known from the literature that organic samples, under
external effects that lead to the deterioration of their structural quality, show this degradation
in their respective spectra®®. In terms of comparison, the Raman spectra of the ruminal beta-
glucan samples pre-incubation, 12 hours and 24 hours of ruminal incubation can be seen in
figure 1 (C). In this, the band at 2900 cm?, referring to the vibrational stretching mode of the
C-H bond, in the three spectra has similar intensity. However as the incubation time
progresses, a decrease in the intensity of the other bands is observed. This finding strongly
suggests that the sample is undergoing a significant degradation process over time.
Corroborating this interpretation, the shape of several of the bands also undergoes changes,

being a strong indication of the degradation process.
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Figure 1. (A) Raman and infrared spectra of pre-incubation ruminal betaglucan. (B) Raman and
infrared spectra of the betaglucan sample after 24 hours of rumen incubation. (C) Betaglucan Raman
spectra at Oh, 24h, and 48h of rumen incubation.

Processes of degradation of polymeric chains by the action of microorganisms can
induce morphological alterations in the micrometric scale of the bulk polymer “%. Thus, to
assess the effects of the rumen microenvironment on betaglucan morphology, scanning
electron micrographs were obtained pre-introduction of the rumen (Figure 2 B) and after 24
hours of exposure to the ruminal environment (Figure 2 D). In figure 7 A, the sample can be
seen macroscopically in the form of powder and in figure 7 B (SEM) it can be seen the
presence of spheroid and rough structures with a diameter ranging between 5 and 50
micrometers. Structures with similar morphology were reported. Alcohol fermentation
processes cause yeast to produce thicker cell walls and betaglucan chains with a high degree
of branching, which can be visualized by the SEM technique with irregular spheroid
structures *°. In turn, the betaglucans exposed to 24 hours of ruminal environment, an intense
change in the morphology of the beta-glucan is observed, with it assuming an amorphous
microscopic morphology both macroscopically and on SEM (Figure 7 C and D), respectively.
This change in morphology can be explained by a reorganization of the betaglucan chains due
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to biochemical changes in the ruminal environment, a polymer plastification process or a
hydrolysis process. In fact, the disorganization of the triple helical helix of high molecular
weight betaglucans into structures with a snail shape can occur due to changes in the liquid
medium in which the betaglucan is found, but this seems to be a process that is unlikely to
occur in the rumen, since it requires a pH greater than 10 . Other conformations of
betaglucan that may be associated with the environment in which they are found are the
double helix, random chains, rod and aggregate forms 4’. Although it cannot be ruled out, as
the presence of new bands was not identified in the spectroscopic analyses, plasticization by
low molecular weight substances is a phenomenon that betaglucan can suffer and impact on
its morphology “®. On the other hand, the action of beta-glucosidases from the ruminal
microbiota is a mechanism of betaglucan degradation that is highly likely to be occurring.
This hypothesis is supported both by the displacement and reduction of the band intensities of
the infrared and Raman spectral bands of the material subjected to ruminal conditions, and by
the vast literature that reports the occurrence of microbiota producing endo and exoglucanases
in the rumen 3% 3637 noting that longer oligosaccharides are better substrates for the action of

exo0-p-1,3-glucanases extracted from rumen #°.
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Figure 2. Images of betaglucan before (macroscopy) (A) and (SEM) (B) and after 24 hours of ruminal
incubation (macroscopy) (C) and (SEM) (D).

Regarding experiment 2, betaglucans are among the main components of the cell wall
of S. cerevisiae and make direct contact with the extracellular environment. This condition
causes abiotic stresses to have a qualitative and quantitative impact on its biosynthesis. Thus,
factors such as temperature, pH, cultivation time and carbon source for growth can impact the
amount of betaglucan produced, its average molecular weight, the density of beta-type bonds,
the ratio of alpha/beta bonds, the degree of branching and presence of beta bonds 5% 4552, In
turn, the beta-glucan extraction process involves extreme conditions of pH, temperature and
mechanical action, which can promote the separation of betaglucan subgroups, or even
hydrolysis of the original polymeric chain into lower molecular weight subunits 2. Thus,
considering the impact of the aforementioned variables on the final characteristics of
betaglucan, an experiment was designed to evaluate the consequences on ruminal stability
both of variations in the carbon source used for yeast growth and in the process of extracting
betaglucan from a single strain of S. cerevisiae. Prior to ruminal incubation, four commercial
betaglucan samples were characterized by infrared spectroscopy: BG1, BG2, BG3 and BG4.

Figure 3 shows the infrared absorption spectra of the studied samples and the
supplementary table 2 shows the attempt to assign the bands according to the literature 53 5% 55
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56, 57, 58, 59, 60 Commercial compounds BG1, BG2, BG3 and BG4 are mostly composed of
betaglucans, however, depending on their purification process, they may have impurities
associated with fatty acids, lipids, proteins, among others ®1. However, the presence of chitin
as an impurity is also reported, as it constitutes the cell wall of fungi and can also be
covalently linked to B-glucan 82 3, Cellulose can also be present as an impurity depending on
the process for obtaining betaglucan, for example if it is manufactured from sugar cane .

In this context, infrared absorption spectra were obtained in order to identify
impurities in different commercial samples. Thus, in the spectra of BG2 and BG3 it is
possible to observe two pronounced shoulders around 1700 cm™ and in BG1 only one, which
are not associated with the structure of betaglucan, but with impurities such as proteins and
fatty acids ®°. The same is observed in the BG4 spectrum, however in a less pronounced way,
indicating a lower presence of these compounds. Furthermore, in the spectrum of BG2 and
BG3 it is observed that the bands at 2927 and 2853 cm™ are more intense, again indicating a

greater amount of impurities.
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Figure 3. Infrared absorption spectrum of chitin (a), cellulose (b), BG4 (c), BG2 (d), BG3 (e) and
BG1 (f)

In the spectra of all samples, the presence of a band around 1635 cm™ is verified,
which is not characteristic of betaglucan and can be associated with 6(OH) of water molecules
due to the humidity of the samples or the presence of chitin in the samples. samples.
However, the indication of the presence of chitin in the samples can be observed in the

spectral region around 1570 cm™. In the spectrum of BG1 and BG2, there is a well-defined
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band and a pronounced shoulder, respectively, however for the other samples there is only a
slightly pronounced shoulder. Regarding cellulose, it is not possible to propose its presence in
the composition of the commercial samples, since a characteristic band is not observed in the
spectra of the samples.

The region of the infrared absorption spectrum between 900 and 1200 cm™ has been
used for the differentiation of B(1,3), B(1,4) and B(1,6) bonds one band is larger than the
adjacent one, the distinction between them is difficult, even increasing the resolution of the
instrument. However, it has been shown that mathematical procedures can be used to extract
hidden structural information . In this sense, figure 4 shows the deconvoluted spectra using

the Lorentzian curve.
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Figure 4. Deconvolution of the infrared absorption spectra of BG3 (a), BG2 (b), BG1 (c), BG4 (d).

The band around 990 cm™ is associated with the B(1,6) bond and can be identified in
the spectra of samples BG3 and BG4, contributing significantly to the spectrum, but in the
spectra of BG1 and BG2 these bands appear less intense. The bands around 1160, 1120, 1075
cm? are associated with the B(1,6) bond and can be seen in the spectra of all samples. The
first and third appear with greater contribution in the spectra of BG3 and BG4 and the second

with the same contribution in all samples.
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Regarding the bands that identify the p(1,4) bond, there is controversy in the literature,
as a reference ® indicates that the band around 1025 cm™ is associated with this B(1, 4) and
another ®” demonstrates this band in curdlan, a glucan with the presence of only a B(1,3) bond.
The band at 1042 cm™ appears associated with B(1,3) % and B(1,4) ®® which makes its use
inconsistent in identifying bonds.

However, from the results it can be inferred that samples BG3 and BG4 have a greater
amount of glucans than BG1 and BG2, even taking into account the possible contribution of
chitin in this analysis, since the last two presented a greater possibility presence of chitin. This
conclusion is in agreement with the betaglucan concentration data provided by the
manufacturer.

Once characterized, all commercial samples of betaglucans were incubated in bovine

rumen for a period of 168 hours to assess mass loss and estimate their stability (Figure 5).

—— BG1 —— BG3 BG2 —— BG4
100,00
40,00 -

2000 =

0 12 24 36 458 o0 72 B84 96 108 120 132 144 156 168

massa residual de betaglucana

Figure 5. Comparison of the residual mass between the four betaglucan sources incubated in the
bovine rumen for a period of 168 hours.

The BG1 sample showed the fastest mass loss, and was no longer detected in the
rumen six hours after incubation. This suggests that the material is mainly composed of low
molecular weight betaglucans, which solubilized or were rapidly degraded in the rumen. Both
BG3 and BG4 underwent the same extraction and purification process, however BG3 was
produced in culture medium, while BG4 was produced by alcoholic fermentation. Differences
in the culture medium can promote the prioritization of metabolic pathways associated with
the biosynthesis of betaglucan in S. cerivisiae %, interfering both in the amount of betaglucan,
as well as in its molecular mass and branching degree . Specifically, alcoholic fermentation

can induce the production of beta-clucans with a higher degree of branching of the polymeric



74

chain and, therefore, with more rigid and thicker cell walls *°. This condition may help
explain the greater stability of betaglucan associated with BG4. On the other hand, the
difference in ruminal stability observed between the betaglucans of BG1, BG2 and BG3
products can be attributed mainly to differences in the extraction process, which is known to
produce betaglucan extracts with characteristics of molecular weight, conformation and
degree of branching distinct, even if the source of betaglucan is common to all 2,

Figure 6 (A) (B) and (C), shows the spectra of samples BG4, BG3 and BG2,
respectively, after being submitted to the bovine ruminal environment for different times.
Regarding the BG1 samples, it was not possible to obtain the spectra since after 6 h in the
rumen system it had already been completely degraded. In the spectra of all samples at all
times analyzed, bands around 3500 cm™ and 1631/1818 cm™ are observed, associated with the
humidity of the samples and attributed to v(OH) and 8(OH), respectively. From the analysis
of the BG4 spectrum, it is possible to observe the almost total absence of the bands at
2926/850 and 890 cm?, referring to vas(CH2)/vs(CH2) and B binding, respectively.
Furthermore, a significant decrease in the intensity of the bands in the regions between 1500-
1300 cm-1 and 1200-900 cm-1.
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Figure 6. (A) Infrared absorption spectrum of BG4 after being submitted to the ruminal
system for different periods. (B) Infrared absorption spectrum of BG3 after being submitted to the
ruminal system for different periods. (C) Infrared absorption spectrum of BG2 after being submitted to
the ruminal system for different periods.

Regarding the BG3 spectrum at 6 h, it is still possible to notice the bands at 2926/850
and 890 cm™ more clearly than in the BG4 spectrum, however over time these become less
intense as well as in the BG4 spectrum. BG4. The same can be seen in the bands in the
regions between 1500-1300 cm™ and 1200-900 cm™.

Regarding the BG2 spectra, it is observed that even after 72 hours, the bands at
2926/850 and 890 cm™ are significantly present in the spectra, in the same way as the bands
in the regions at 1500-1300 cm™ and 1200-900 cm*, which only have their relative intensities
changed. However, the formation of a new band is observed at 1730 cm™, which can be
attributed to v(C=0), due to the formation of the C=0 bond in the final group of the B-glucan
molecule, after the scission of the p bond . The formation of this band is also observed less
intensely in the BG3 spectra. Finally, from the spectra it can be indicated that the BG2 sample
presents greater stability to the rumen environment than the BG3 and BG4 samples, which is

in agreement with the ruminal degradation test.
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UV-vis spectroscopy. In the literature, Congo red is used to characterize tertiary
structures of glucans, due to its interaction with the triple helix B(1,3) and B(1,6) of glucans,
which causes a shift in the UV-vis spectrum to occur for longer wavelengths 72 22,
Furthermore, it is described that congo red does not interact with other polysaccharides. In
both works, glucans extracted from mushrooms were solubilized at pH 7,0 using buffer
solutions, phosphate buffer solution (NITSCHKE et al.,, 2011) and citric acid/sodium
hydroxide buffer solution 2. In this context, with the objective of comparing the displacement
in the UV-vis spectrum of the different samples, the experiment was carried out in a similar
way, modifying only the way of solubilization of the samples, since the samples are not
soluble using the caps described earlier.

Figure 7 shows the UV-vis spectrum of the different samples analyzed and it is
possible to observe that, unlike what has been described in the literature, the carbohydrates
cellulose and chitin were the ones that interacted most with the Congo red dye and thus
presented greater displacement in the spectrum UV-vis. This may be related to the different
way used to solubilize the materials. It is noticed that the test in question is not specific for
glucans, however taking into account that the dye interacts with polysaccharides in general,
from the result obtained it can be inferred which samples present greater purity through the
greater displacement of the UV-vis spectrum . Thus, BG4 has the highest purity, followed by
BG3. BG1 and BG2 are the least pure, with similar purity. This result is in agreement with
what was observed using the deconvolution of the spectrum in the infrared, which indicated
BG3 and BG4 as purer.
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Figure 7. UV-Vis spectrum of Congo red (a), chitin (b), cellulose (c), BG4 (d), BG3 (e), BG2
(f) and BG1 (g).

Based on our partial results, even though chemically the four products are betaglucan
as they are produced from the same strain of yeast but with variations in the cultivation,
extraction and purification processes, they can present different ruminal degradation behavior,
which may impact its bioavailability. As a result based on the immunopharmacological
behavior of BG, it is suggested that for the use of this biopolymer in cattle for a given
biological application, specific studies of the ruminal behavior of the chosen BG are
necessary so that protocols for its use and dose are defined. With that, it will hardly be
possible to compare doses for ruminants obtained from different sources of BG or different

processes of production and extraction of the same.
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SUPPLEMENTARY FILE

Supplementary Table 3. Attempted vibrational assignment based on similar polysaccharides
and electronic structure calculations from the literature.
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