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RESUMO

Os fungos sao conhecidos como produtores de muitos compostos quimicos bioativos,
sintetizados em diferentes fases de seus ciclos de vida. Os basidiomicetos séo
consumidos rotineiramente como alimentos nutracéuticos em muitas culturas
orientais. Os compostos bioativos sdo produzidos tanto nos basidiomas, quanto no
micélio vegetativo destes organismos. O objetivo principal desse trabalho foi investigar
a acao antibacteriana de diferentes extratos obtidos a partir dos basidiomas de
Macrocybe titans, e a caracterizagdo quimica dos compostos fendlicos. Quatro
metodologias de extracdo foram realizadas a partir da biomassa seca do isolado de
M. titans denominado MT31: Banho de ultrassom, Ponteira ultrassénica, Extracdo com
agitacdo em Shaker e Extracdo estatica a frio. Os extratos liofilizados foram
submetidos a testes de atividade bioldgica contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. Os melhores resultados de inibicdo bacteriana obtidos pelo teste de
disco-difusdo foram observados contra S. aureus e K. pneumoniae, com tamanho
médio de halo de inibicdo de 27,8 e 23,1 mm, respectivamente. As analises de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM)
demonstram uma marcante atividade antimicrobiana para todos os extratos testados.
S. aureus foi a bactéria mais suscetivel a acao do extrato com a CIM de 0,99 mg/mL.
Através da (CBM) foi possivel confirmar também a atividade bactericida minima dos
extratos em relagcdo as cepas bacterianas testadas. Foram realizadas analises de
determinacdo de fendlicos totais, flavonoides e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) de todos os extratos. Os extratos denominados AgBu (10,6 mg/g) e
ActPu (2,9 mg/g) apresentaram elevada taxa de compostos fendlicos e flavonoides
respectivamente. Os resultados das analises por CLAE demonstram que o isolado
MT31 produz compostos que podem estar relacionados com a inibicao do crescimento
e desenvolvimento das bactérias. Foram identificados e quantificados oito compostos
fendlicos, sendo o mais predominante em todos os extratos o acido clorogénico
variando de 0,9302 a 0,4775 mg/g, para ActBu e AgSK, respectivamente.
Adicionalmente, realizou-se ensaios de padronizacdo de condi¢cbes de amplificacao
do material genético, e testes de anelamento de primers para a avaliagao preliminar
da ativagcdo da expressdo de genes relacionados com a produgao de Peptideos
Antimicrobianos (PAMs) pela técnica de RT-qPCR, embora ainda preliminares,
demonstraram um sinal tardio de amplificagdo para o gene DLP2 (defensin-like
protein) em micélio desafiado com S. aureus, quando comparado com a amostra
controle.

Palavras-chave: Macrocybe titans. Atividade antimicrobiana. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Fungi are known to produce many bioactive chemical compounds, synthesized at
different stages of their life cycles. Basidiomycetes are routinely consumed as
nutraceutical foods in many eastern cultures. Bioactive compounds are produced both
in the basidiomes and in the vegetative mycelium of these organisms. Bioactive
compounds are produced both in the basidiomes and in the vegetative mycelium of
these organisms. The main objective of this work was to investigate the antibacterial
action of different extracts obtained from the Macrocybe titans basidiomes, and the
chemical characterization of the phenolic compounds. Four extraction methodologies
were performed from the dry biomass of the M. titans isolate called MT31: Ultrasonic
bath, Ultrasonic tip, Extraction with shaking in Shaker, and Cold static extraction. The
lyophilized extracts were submitted to tests of biological activity against the
bacteria Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella pneumoniae. The best bacterial inhibition
results obtained by the disk-diffusion test were observed against S. aureus and K.
pneumoniae, with an average size of the inhibition halo of 27.8 and 23.1 mm,
respectively. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) analyses demonstrate a marked antimicrobial activity for all
tested extracts. S. aureus was the bacteria most susceptible to the action of the extract
with a MIC of 0.99 mg/mL. Through (MBC) it was also possible to confirm the minimum
bactericidal activity of the extracts to the bacterial strains tested. Analyzes were
performed to determine the total phenolics, flavonoids, and High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) of all extracts. The extracts called AgBu (10.6 mg/g) and
ActPu (2.9 mg/g) showed a high rate of phenolic compounds and flavonoids,
respectively. The results of HPLC analyses demonstrate that the MT31 isolate
produces compounds that may be related to the inhibition of bacterial growth and
development. Eight phenolic compounds were identified and quantified, the most
prominent in all extracts being chlorogenic acid ranging from 0.9302 to 0.4775 mg/g
for ActBu and AgSK, respectively. Additionally, tests were carried out to standardize
conditions for amplification of the genetic material, and primer annealing tests for the
preliminary evaluation of the activation of the expression of genes related to the
production of Antimicrobial Peptides (AMPs) by the RT-gPCR technique, although still
preliminary, demonstrated a late amplification signal for the DLP2 gene (defensin-like
protein) in mycelium challenged with S. aureus, when compared with the control
sample.

Key words: Macrocybe titans. Antimicrobial activity. Secondary metabolites.
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1 INTRODUGAO

O cogumelo Macrocybe titans é caracterizado pelas dimensdes gigantescas
de seus basidiomas, sendo considerado pela literatura como um dos maiores
cogumelos do mundo. O Género Macrocybe tém sido objeto de discusséo com relagéo
a sua taxonomia, inicialmente classificado como Tricholoma titans, foi renomeado para
Macrocybe titans apds consideragdes morfoldgicas, genéticas e ecoldgicas
demonstrarem que ele se encaixava melhor no novo género Macrocybe (KARLSEN-
AYALA; SMITH, 2020).

Seu basidioma é considerado o terceiro maior entre os cogumelos lamelados,
desenvolvendo em condigdes ideais seu pileo convexo pode chegar a medir de 8 a
100 centimetros, com tons que variam do creme ao marrom (PEGLER; LODGE;
NAKASONE, 1998). O termo basidiomas se refere ao conjunto de hifas originadas do
micélio vegetativo do fungo que se diferenciam e se tornam responsaveis pela
producao de esporos de origem sexual.

Existem relatos deste cogumelo encontrado no Caribe e no México, na Florida
e Georgia, nos Estados Unidos, na América Central e na América do Sul (BREWER,;
DELONG, 2013). Encontrado em regides tropicais e subtropicais, reportado no Brasil
pela primeira vez pelo especialista em taxonomia de macrofungos, André de Meijer,
em Antonina, Parana (WISNIEWSKI et al., 2010).

A maioria dos cogumelos analisados e identificados como macrofungos
comestiveis pertencem ao grupo dos basidiomicetos. Muitos apresentam aplicagdes
medicinais para os seres humanos, devido a ampla gama de moléculas produzidas
por eles, com atividade antioxidante (GENG et al., 2016), antimicrobiana,
antiinflamatoria (SHIGESUE; KODAMA; NANBA, 2000) imunomoduladora (GAO et
al., 2013), antitumoral (FAN et al., 2011), hepatoprotetora (ZHANG et al., 2002),
antidiabética (KIM et al., 2010), dentre outras. Algumas espécies de cogumelos sao
considerados um recurso comestivel ha milhares de anos em muitos paises. Sendo
utilizados como alimentos nutracéuticos, apresentando beneficios a saude devido a
sua grande capacidade preventiva a varios disturbios (VALVERDE; HERNANDEZ-
PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2015). Varios efeitos benéficos destes cogumelos tém
sido atribuidos aos seus polissacarideos (MILHORINI et al., 2018, MILHORINI et al.,
2022). Além dos diversos metabdlitos secundarios produzidos, como fendis,

policetideos, esterdides e terpenos, entre eles os fendlicos. O género Macrocybe
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ainda é pouco explorado, e pode constituir um candidato interessante para a busca
por novos compostos bioativos.

Durante as ultimas décadas, o aumento e a disseminacado da resisténcia
bacteriana a maioria dos agentes antimicrobianos clinicamente disponiveis sao
alarmantes. Com o passar dos anos essa problematica se acentuou e foram
agravados pelo uso indiscriminado de antibiéticos durante o tratamento da COVID-19.
Isso representa um sério desafio para superar, as infec¢gdes geralmente sao
adquiridas em ambientes hospitalares durante o periodo de internagdo do paciente,
durante procedimentos medicos ou periodo de hospitalizacdo. Porém estamos cada
vez mais vulneraveis as infecgdes bacterianas, incluindo as infecgbes mais simples.

A Organizagado Mundial de Saude (OMS) publicou no ano de 2017 uma lista
de patégenos prioritarios de bactérias resistentes a antibidticos para priorizar a
pesquisa e desenvolvimento de antimicrobianos, sendo que nesta, a Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foram classificadas como
prioridade 1 (critica) e a Staphylococcus aureus como prioridade 2 (alta)
(TACCONELLI et al., 2017).

Esforgcos recentes tém sido direcionados para modificar os antibidticos
existentes e assim aumentar sua poténcia, por exemplo, a vancomicina (OKANO,
ISLEY; BOGER, 2017). Consequentemente, a descoberta de novas fontes de
antibidticos é essencial para contornar essa problematica. Outra estratégia alternativa
proveitosa pode ser a descoberta e a aplicagdo de novos compostos antibiéticos com
um modo de agao diferente dos antibiéticos convencionais.

Na literatura atual encontram-se pesquisas sobre a investigagao de produtos
naturais como fonte de novas moléculas bioativas. Dessa forma, diversas espécies de
cogumelos, apresentam uma variedade de moléculas e compostos bioativos os quais
podem ser utilizados a fim de promover beneficios a saude. Considerando um
cogumelo comestivel, é possivel dizer que esse € um fungo promissor para extragao
e possivel isolamento de compostos bioativos e biomoléculas, bem como auxiliar no
embasamento para caracterizagdes e isolamentos futuros.

Além dos polissacarideos e compostos fendélicos, uma das possibilidades que
tem recebido destaque € o estudo de peptideos antimicrobianos (PAMs), que sao
peptideos enddgenos, componentes essenciais da imunidade inata e de defesa de
muitas plantas, animais e microrganismos (MAHLAPUU et al., 2016; HANCOCK;
SAHL, 2006; BROGDEN, 2005). Os PAMs, por serem amplamente produzidos por
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diversos organismos, abrem portas para a pesquisa e despertam o interesse clinico,
como novas opgdes terapéuticas para infecgdes causadas por bactérias e fungos
multirresistentes, por representarem uma nova familia de antibiéticos (HAJJI et al.,
2010).

Nos ultimos anos, a pesquisa sobre cogumelos comestiveis e medicinais
progrediu exponencialmente, mas ainda ha um vasto campo para estudos diversos.
Muitas espécies permanecem nao estudadas ou subestimadas em termos de suas
propriedades farmacoldgicas. A identificagdo das moléculas presentes nos extratos,
os metabdlitos responsaveis por seus efeitos, sua caracterizagdo quimica e seu
mecanismo de agao € importante e necessario, além do estudo das ag¢des bioquimicas

individuais dessas moléculas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a acédo antimicrobiana e
composi¢cao micoquimica de diferentes extratos obtidos dos basidiomas de um isolado

do cogumelo Macrocybe titans.

1.1.2 Objetivos especificos

« Identificagao e caracterizagdo molecular das linhagens isoladas.

e Selecdo de uma linhagem de M. titans para a obtengao dos extratos.

« Obter diferentes extratos brutos a partir do basidioma em pé do isolado
MT31 de M. titans;

« Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos liofilizados por Disco-difuséao,
Concentracgao Inibitéria Minima e Concentragao Bactericida Minima;

e Padronizar o método de extracdo de RNA total dos micélios do isolado
MT31;

« Testar primers para analise da expressédo génica de PAMs, em amostras
desafiadas e ndo desafiadas do isolado MT31;

» Realizar desafio séptico com as bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus

aureus;



19

« Padronizar o método de extragao de proteinas e analisar o perfil de proteinas
totais do corpo de frutificagdo do isolado MT31;
« Caracterizar os extratos liofilizados por meio de fendlicos totais, flavonoides

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Macrocybe titans UM COGUMELO DE GRANDES DIMENSOES

Whittaker (1969) propbés a nova classificagdo dos organismos em reinos,
quando os fungos foram reconhecidos adequadamente como um reino a parte.
Anteriormente, os fungos eram estudados e classificados equivocadamente como
vegetais, ja que ndo se moviam e desenvolviam seus corpos de frutificagdo em
situacbes de alta umidade, apos as chuvas. Dentro do Reino Fungi podem ser
encontrados organismos uni ou pluricelulares sendo na sua totalidade organismos
aclorofilados, eucariontes e heterotroficos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; REIS,
2010; CHUDZIK, 2015) que utilizam o glicogénio como polimero de reserva energética
(GUIMARAES, 2011).

O Reino Fungi atualmente estd subdividido em 8 filos distintos:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota,
Microsporidia, Blastocladiomycota e Basidiomycota. O Filo Basidiomycota é dividido
em 3 sub-filos: Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina e Agaricomycotina. O sub-filo
Agaricomycotina, por sua vez, possui trés classes: Tremellomycetes, Dacrymycetes e
Agaricomycetes (KIRK et al., 2008). A classe Agaricomycetes compreende todos os
fungos do filo Basidiomycota que formam basidiomas com himénio definido (HIBBETT
et al., 2007 apud FONSECA et al., 2015).

O fungo M. titans (H.E. Bigelow & Kimbr.) de acordo com Pegler, Lodge e
Nakasone (1998), é caracterizado pelas suas dimensdes gigantescas, podendo atingir
até 1,0 metro de altura e pesar até 20 Kg. Esta espécie pertence ao filo Basidiomycota;
Sub-filo: Agaricomycotina; Classe: Agaricomycetes; Ordem: Agaricales; Familia:
Tricholomataceae; Género: Macrocybe.

Muitos fungos apresentam fungdes medicinais para os seres humanos, devido
a ampla gama de moléculas produzidas por eles (WASSER, 2010), como atividade
antioxidante (GENG et al., 2016), antimicrobiana, anti-inflamatéria (SHIGESUE;
KODAMA; NANBA, 2000) imunomoduladora (GAO et al., 2013), antitumoral (FAN et
al., 2011), hepatoprotetora (ZHANG et al., 2002), antidiabética (KIM et al., 2010), e
propriedades pré-bidticas (SINGDEVSACHAN et al., 2016). Também, sao
considerados como alimentos nutracéuticos, apresentando beneficios a saude e

devido a sua grande capacidade preventiva a varios disturbios (VALVERDE et al.,
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2015). Eles concentram diversos metabdlitos secundarios como fenadis, policetideos,
esterdides e terpenos, entre eles os fendlicos, principal grupo de componentes
dietéticos associados a antioxidantes (ACHARYA; KHATUA; SAHID, 2015).

Sendo considerado um recurso comestivel e medicinal ha milhares de anos
em muitos paises, muitas espécies de cogumelos sao adjuvantes aprovados para
terapia e tém sido usados como remédio por diversas culturas, especialmente as
orientais. A maioria dos cogumelos analisados e identificados como macrofungos
comestiveis pertencem ao grupo dos basidiomicetos. Muitos desses cogumelos sao
cultivados comercialmente e fazem parte da dieta regular em muitos paises, seja por
suas caracteristicas gastronémicas ou por suas propriedades medicinais.

O cogumelo M. titans é encontrado em regides tropicais e subtropicais,
recentemente reportado no Brasil pelo especialista em taxonomia de macrofungos,
André de Meijer, em Antonina, Parana (WISNIEWSKI et al., 2010). Pode ser localizado
em areas urbanas, em gramados, areas arenosas ou em solos perturbados pelo
desenvolvimento urbano, ou areas de cultivo agricola, geralmente em um ano apds a
perturbacao do solo, onde se desenvolve sozinho ou em grupos durante o outono e
inverno.

Existem relatos deste cogumelo encontrado no Caribe e no México, na
América Central, na América do Sul, e na Flérida e Geodrgia, nos Estados Unidos
(BREWER; DELONG; 2013). Sete espécies deste género foram relatadas no mundo,
entre elas M. crassa, M. gigantea, M. lobayensis, M. pachymeres, M. praegrandis, M.
spectabilis e M. titans. Algumas espécies de basidiomicetos tém sido utilizadas como
suplementos alimentares ou iguarias gastrondmicas devido ao seu alto valor
nutricional e sabor, além do uso terapéutico, fortalecendo o sistema imune e
apresentando atividades antioxidante e antimicrobiana (VETCHINKINA et al., 2018).
O género Macrocybe ainda € pouco explorado comercialmente, e pode constituir em
um candidato interessante para o cultivo comercial.

Esse género Macrocybe tem por caracteristica habito tricolomatdide de seus
basidiomas com crescimento cespitosos, com a superficie de seu pileo variando do
branco e creme para tons mais escuros; basidiosporos subglobosos a amplamente
elipsdide e liso; basidio sem granulagéo siderdfila; pileipellis bem desenvolvida e cutis
com hifas reptantes de parede fina; desenvolvimento de gimnocarpico e habito

saproéfito (ndo ectomicorrizico) diferenciando-o de outros géneros como
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Megatricoloma e Tricoloma (RAMIREZ et al., 2017), como pode ser conferido na
FIGURA 1.

FIGURA 1 - BASIDIOMAS DE Macrocybe titans COLETADOS NO ESTADO DO PARANA.
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FONTE: A autora (2022).

Até o presente momento, podemos considerar que existem poucos dados na
literatura sobre o género Macrocybe, ressaltando a importancia singular deste
trabalho.

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os fungos sao conhecidos por produzirem diferentes tipos de componentes
bioativos, desde compostos fendlicos, polissacarideos e proteinas, que apresentam
muitos beneficios a saude (BADALYAN, 2014). Essas moléculas sao eficazes contra
varias doencas, como doengas hepaticas, cancer, diabetes e doencgas
cardiovasculares (KUMAR et al., 2014). Esses compostos, estdo presentes em
diferentes grupos de fungos, e predominam no grupo dos deuteromicetos,

basidiomicetos e ascomicetos, apresentando inumeras caracteristicas biologicas,
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apresentando grande potencial para serem utilizadas em diferentes aplicagbes
biotecnolégicas para a preparacédo de novos farmacos (ERJAVEC et al., 2012).
Dependendo do tipo de solvente utilizado para a extragao, diferentes constituintes
quimicos podem ser extraidos e podem ser mais ou menos eficazes, refletindo em
resultados diferentes (MATIJASEVIC et al., 2016).

2.2.1 Atividade antioxidante

As moléculas de espécies altamente reativas de oxigénio podem causar
danos extensos as células e tecidos, com varios disturbios degenerativos, como
doengas cardiovasculares, envelhecimento e doengas neurodegenerativas, como a
doenga de Alzheimer, mutagdes e cancer (KOSANIC et al., 2012). Considerando
diferentes espécies de cogumelos, Boletus edulis, apresentou altas propriedades
antioxidantes, foram identificados polifendis, flavonoides, 3-caroteno e licopeno, bem
como vitamina C (JAWORSKA et al., 2015). Sarikaya e Gulcin (2013) afirmaram que
a serotonina € outro importante composto bioquimico que exibe grande potencial
antioxidante. Devido ao seu potencial antioxidante, a serotonina extraida dos
cogumelos tem potencial para prevenir a doenga de Alzheimer (QUCHI et al., 2009).
Khatua e Acharya (2014) utilizando extrato etandlico de Macrocybe crassa,

identificaram os compostos acido vanilico, acido cinadmico e acido p-cumarico.

2.2.2 Atividade anticarcinogénica

Patel e Goyal (2012) relataram caracteristicas anticancerigenas nos géneros
Pleurotus, Agaricus, Clitocybe, Ganoderma, Trametes, Antrodia, Xerocomus,
Cordyceps, Schizophyllum, Calvatia, Flammulina, Inonotus, Russula e Lactarius.
Baker et al. (2008) relataram propriedades antitumorais, imunomoduladoras e
antimetastases em Phellinus linteus. O extrato aquoso do polissacarideo de Pleurotus
ostreatus possui efeitos pro-apoptoéticos e antiproliferativos nas células HT-29 do
cancer de colon (LAVI et al., 2006). Além disso, um polissacarideo extraido de
Agaricus blazei suprimiu a angiogénese in vivo, comprovando assim o potencial
anticancerigeno de polissacarideos extraidos de cogumelos comestiveis (NIU et al.,
2009). Kim et al. (2017) relataram que o acido vulpinico, isolado do extrato de

Pulveroboletus ravenelii, reduz células cancerigenas humanas induzindo a apoptose
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dessas células, incluindo linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar (A549,
NCI-H1264, NCIH1299 e Calu-6), linhas celulares de adenocarcinoma (PANC-1 e
MIAPaCa-2) e uma linha hepatocelular (Hep G2). Milhorini et al. (2018) caracterizaram
um polissacarideo homogéneo com peso molecular de 14,2 x 10® g/mol composto por
galactose e fucose, de uma fragdo aquosa de M. titans, pelas técnicas de HPSEC-
MALLS e GC-MS, além de C13 RMN e estudos de degradacdo enzimatica. As
analises de RMN e metilagdo confirmaram a presenca de uma fucogalactana com
capacidade de reduzir a migragao de células tumorais in vitro (MILHORINI et al.,
2022).

2.2.3 Atividade antimicrobiana

Apesar da grande diversidade de compostos antibacterianos, a resisténcia
bacteriana a antibioticos de primeira escolha tem aumentado drasticamente. Além
disso, a associagdo entre microrganismos multirresistentes e infeccbées nosocomiais
destacam o problema e a necessidade urgente de solu¢des. Recursos naturais tem
sido grandemente explorados nos ultimos anos e entre eles, os cogumelos podem ser
uma fonte alternativa de novos antimicrobianos (ALVES et al., 2012). Portanto, a
pesquisa de novas substancias antimicrobianas eficazes contra microrganismos
patogénicos resistentes as drogas atuais € crucial.

Os microfungos s&o conhecidos por produzirem varios compostos
antibidticos, como penicilina, amoxicilina, cefalosporina e griseofulvina. No entanto,
para macrofungos apenas alguns compostos isolados estdo sendo utilizados
atualmente em ensaios clinicos, por exemplo, um derivado de illudina S progrediu para
ensaios clinicos humanos de fase I (MURGO et al., 1999). Os compostos
antimicrobianos isolados de cogumelos podem consistir de moléculas de baixo peso
molecular, como metabdlitos secundarios (sesquiterpenos e outros terpenos,
esterdides, antraquinonas, derivados do acido benzéico e quinolinas), e metabdlitos
primarios como o acido oxalico.

A maioria dos estudos sobre compostos com atividade antibacteriana de
extratos de cogumelos ndo identifica os componentes responsaveis por essa
atividade. No entanto, alguns estudos foram feitos comprovando a agao antibacteriana

de compostos extraidos de cogumelos, TABELA 1.
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TABELA 1 - ALGUNS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS ANTIBACTERIANOS ISOLADOS DE
COGUMELOS.

Cogumelo Composto Bactérias

Lentinus edodes Oxalic acid (acido Bacillus cereus, Streptococcus faecalis, Staphylococcus
organico) aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens

Pseudolectania  Plectasin (peptideo) Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Corynebacterium

nigrella diphtheriae, Corynebacterium jeikeium, Enterococcus
faecium, E. faecalis, Staphylococcus aureus, MRSA,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae

Albatrellus fletti  Confluentin, Grifolin Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
e Neogrifolin
(terpenos Imw)

Ganoderma Ganomycin A e B Microccus flavus, Staphylococcus aureus, Bacillus

pfeifferi (Imw) subtillis, Serratia marcescens, Proteus mirabilis

Boletus spp. Peptaibol (peptideo) Corynebacterium lilium, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis,

Cordycepes Proteina (CSAP) Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,

cinesis Escherichia coli, Proteus vulgaris, Xanthomonas oryzae

Flammulina Enokipodins Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus

velutipes (sesquiterpeno Imw)

Xylaria Cloratin A (derivado Salmonella  enteritidis, = Pseudomonas  aeruginosa,

intracolorata de acido benzdico) Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus.

FONTE: Adaptado de Alves et al. (2012).

LEGENDA: lwm (composto de baixa massa molecular - low molecular mass).

2.2.4 Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Os PAMs sao moléculas pequenas, apresentando menos de 200 residuos de
aminoacidos e devido a esta caracteristica s&o sintetizados com baixo consumo
energético e de biomassa (ZUCCA et al., 2011; TASSANAKAJON et al., 2013;
CAETANO; QUEIROZ, 2014). Os PAMs sao capazes de eliminar bactérias e outros
patogenos de modo seletivo, rompendo a integridade da membrana da célula-alvo
intercalando-se na membrana dessas células. O modo que os PAMs atuam é
determinado principalmente pela sua conformagéo estrutural, carga e anfipaticidade
(ROSA; BARRACCO, 2010; FAN et al., 2020).

A expressao de genes relacionados com a sintese destes PAMs pode ser
induzida de forma sistémica no hospedeiro. Estes peptideos geralmente localizam-se

em células ou tecidos especificos e sdo mais suscetiveis a uma infecgdo por um
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conjunto especifico de patogenos. A compartimentalizacdo entre
producao/distribuicdo dos PAMs demonstra ser uma alternativa importante de acordo
com o tipo e a especificidade do patégeno invasor, pois isto implica ndo somente em
uma regulagdo especifica em ambito celular, mas também em uma distribuicdo
polarizada no hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2012).

Os PAMs surgem como uma classe de antibidticos produzidos de forma
natural pelos organismos, tornando-os uma alternativa promissora para novos
medicamentos contra patdégenos diversos, pois possuem mecanismos de acgao
antimicrobiana diferenciada, devido a sua poténcia e capacidade mais segura de
neutralizar ou eliminar patégenos quando comparado aos antibiéticos tradicionais
existentes, desta forma, podem ser utilizados no combate de infecgdes causadas por
microrganismos resistentes (ZUCCA et al., 2011; RAVICHANDRAN et al., 2016).

O primeiro fungo filamentoso descrito como um potente produtor de peptideo
antimicrobiano, chamado AFP, foi o Aspergillus giganteus (LACADENA, 1995;
MARTINEZ-RUIZ, 1997), outro peptideo antifingico, denominado PAF, foi isolado de
Penicillium chrysogenum (MARX, 1995) e, posteriormente, mais um peptideo
antifungico, denominado AnAFP, foi identificado a partir de Aspergillus niger (GUN
LEE et al., 1999). Além disso, o peptideo NAF foi isolado de P. nalviogense e
considerado idéntico ao PAF (GEISEN, 2000). O peptideo antifungico AcCAFP foi
isolado da cepa de A. clavatus VR1 (SKOURI-GARGOURI, 2008) e um peptideo de
A. clavatus ES1 também foi isolado (HAJJI, 2010).

A primeira defensina originada de Pseudoplectania nigrella, fungo saprdfita
ascomiceto foi a plectasina. Plectasina € uma defensina que tem atividade
antimicrobiana principalmente contra bactérias Gram-positivas (MYGIND, 2005;
SCHNEIDER, 2010). Posteriormente, descobriu-se, sucessivamente, que a Eurocina
de A. oryzae e o Copsin de Coprinopsis cinerea inibiam, efetivamente, o crescimento
de uma variedade de bactérias Gram-positivas (OEEMIG, 2012; ESSIG, 2014). Vale
ressaltar que a micasina, primeira defensina dermatofitica, apresenta boa eficacia
antibacteriana, além de baixa taxa de indugao de hemdlise e alta estabilidade sérica
(ZHU, 2012). A defensina chamada Triintsin foi isolada do fungo dermatdfito
Trichophyton interdigitale, que foi isolado de um paciente com onicomicose, e
aumentou os membros da familia das defensinas fungicas (SHEN, 2018).

Esses sao alguns dos fungos isolados produtores de moléculas

biologicamente ativas caracterizadas como PAMs. A busca por novos PAMs com
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estruturas e agdes bioldgicas distintas vem crescendo rapidamente devido a
ocorréncia de patdgenos resistentes e em resposta a procura de novas drogas para o

tratamento de doencas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Esse estudo foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia de Microrganismos
(LaBiM) e Laboratério Multiusuario Central Analitica (LABCA) da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), Campus Toledo e no Nucleo Experimental
de Micologia Aplicada (NEMA) da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor

Palotina.

3.2 PROSPECCAO E ESCOLHA DO ISOLADO DE M. titans

Cinco isolados com caracteristicas fenotipicas do género Macrocybe,
coletados de diferentes regides do estado do Parana foram selecionados e
identificados como MT1, MT2, MT5, MT10 e MT31. Os isolados MT1, MT2, MTS e
MT10 foram coletados pelo especialista Ednilson Clayton Rogério, em Paraiso do
Norte-PR e MT31 foi coletado pela autora, em Toledo-PR. Todos os isolados foram
gentilmente cedidos para a colegéo de culturas de fungos basidiomicetos do NEMA,
UFPR - Setor Palotina.

A disponibilidade de grande volume de biomassa seca (basidiomas em po) foi
o fator decisivo para a escolha do isolado MT31, que foi utilizado para a realizagcéo

dos ensaios.

3.3 CARACTERIZAGAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

3.3.1 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico de cada isolado foi realizada utilizando-se o kit
comercial Plant/fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek), seguindo as recomendacdes
do fabricante. A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) em tampao TBE 1x (Tris-base 90 mM, acido borico 90 mM, EDTA
2 mM pH 8,0), corado com SYBR® Safe (Invitrogen), utilizando padrdao de tamanho

molecular de 100 pb (Ludwig Biotecnologia) e visualizado utilizando o equipamento
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Transiluminador LT-Blue (Loccus). A concentracdo de DNA foi mensurada por

fluorimetria utilizando equipamento Qubit (Thermo Scientific).

3.3.2 Identificacdo molecular e Filogenia

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo da regiao ITS1-
5.8S-ITS2 do rDNA (MIRHENDI et al., 2006), seguiu o protocolo do kit comercial
GoTaq Master Mix Kit (Promega), com modificagdes e foi realizada em um volume
total de 25 ul contendo 25 ng do DNA gendmico, 0,4 uM do primer forward 1TS1 (5'-
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e do primer reverse ITS4 (5-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’), 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl. e 1 U de GoTaqg DNA
Polimerase no tampao apropriado da enzima. A amplificagdo foi realizada em
termociclador (Thermo Scientific) utilizando a seguinte ciclagem: desnaturacgéao inicial
a 94 °C por 5 minutos; 25 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 45 segundos e extenséo a 72 °C por 1 minuto; extensao final
a 72 °C por 7 minutos.

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose a 1% (m/v) nas mesmas condi¢cdes descritas no 3.3.1. Os produtos de
amplificagdo foram purificados (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega) e quantificados por fluorimetria utilizando equipamento Qubit (Thermo
Scientific). As amostras foram secas em estufa a 50 °C e enviadas para
sequenciamento na empresa ACTGene Biotecnologia pelo método Sanger utilizando
o sequenciador automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os eletroferogramas resultantes foram analisados no software BioEdit
Sequence Alignment Editor (HALL et al., 1999) e os resultados comparados com as
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, NCBI (National Center for
Biotechnology), utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool).
O critério adotado para confirmagao da espécie foi baseado no valor de cobertura e
identidade dos alinhamentos.

Para a analise filogenética foram utilizadas as seguintes sequéncias do rDNA
ITS1-5.8S-ITS2 depositadas no GenBank: MH211846.1, MN017544.1, LR992036.1,
MNO017547.1, MZ519068.1, MN017545.1, MN0O17546.1, MNO17548.1, MF401956 de
M. titans; LC006057.1, LC029417.1, LC029415.1, MNO17541.1, de M. crassa;
MH053153.1, MK024240.1, ON794326.1, OM716804.1, OM716805.1, OM716809.1,
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OM716807.1 de M. gigantea; JX041888.1, JX068526.1, JX068527.1 de Tricholoma
giganteum; MNO017539.1 de Lyophyllum praslinense; ON310891.1, ON310887.1,
MT636315.1, MZ919967.1, MZ914424.1 de Calocybe indica; OW987221.1,
LC068798.1, AB097563.1, LC105653.1, de Coprinopsis cinerea € mais as amostras
sequenciadas desse trabalho, MT1, 2, 5, 10 e 31. As sequéncias utilizadas na analise
filogenética tinham 432 pb. A filogenia foi inferida usando o método Neighbor-Joining
(SAITOU e NEI, 1987). As distancias evolutivas foram calculadas usando o método
da Maxima Verossimilhanga Composto (TAMURA et al., 2004). Esta analise envolveu
39 sequéncias de nucleotideos. As analises evolutivas foram conduzidas no MEGA
11 (KUMAR et al., 2018).

3.4 PREPARO DOS EXTRATOS FUNGICOS

A linhagem denominada MT31 foi utilizada para as extragdes e testes
posteriores devido a disponibilidade de biomassa fungica disponivel para os
experimentos. Essa linhagem recebeu um pré-tratamento, onde os basidiomas
coletados e limpos foram cortados em fatias de aproximadamente 2 cm de espessura
e armazenados em ultrafreezer (ColdLab) a -60 °C por 12 horas, e depois liofilizadas
em liofilizador (Liotop Liobras) por 6 dias (-50 °C, 150 mmHg). Apds a liofilizagao as
amostras foram submetidas a trituragdo em moinho de facas (Solab) e peneiradas
com malhas de 600 um, 425 ym e 300 pm, sendo utilizadas para analises o material
que passou pela malha de 300 um. As amostras foram entdo armazenadas a -80 °C
até o momento da preparacao dos extratos.

Foram utilizadas quatro metodologias extrativas, sendo elas: Banho de
ultrassom, Ponteira ultrassénica, Extracdo com agitacdo em Incubadora de Agitagao
Orbital (Shaker) e Extragao estatica a Frio, além de cinco solventes extratores (agua
destilada, isopropanol 25%, acetona 25%, etanol 25% e metanol 25%) uma vez que
diferentes constituintes quimicos sdo extraidos com diferentes tipos de solventes.
Cada extragao foi realizada adicionando 20 mL de cada solvente a 1 g da amostra

pré-tratada, de acordo com as condi¢cdes que podem ser conferidas na TABELA 2.
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TABELA 2 - EXTRATOS OBTIDOS DE BASIDIOMAS DE M. titans (MT31)
Sigla do Solvente

extrato extrator Método de extragao Condigbées
AgBu Agua destilada
IsoBu Isopropanol 25%
ActBu Acetona 25% Banho de ultrassom 30 min., 25 °C
EtBu Etanol 25% (42Khz, 360 Watts e 50/60hz)
MeBu Metanol 25%
AgPu Agua destilada
IsoPu Isopropanol 25%
ActPu Acetona 25% Ponteira ultrassonica 10 min., 25 °C
EtPu Etanol 25% (20Khz, 170 Watts e 50/60hz)
MePu Metanol 25%
AgSk Agua destilada
IsoSk Isopropanol 25% Extragdo com
ActSk Acetona 25% agitagao Agitacdo 180 rpm, 24 horas, 40
EtSk Etanol 25% em Shaker "C
MeSk Metanol 25%
AgFr Agua destilada
IsoFr Isopropanol 25%
ActFr Acetona 25% Extracdo estatica a
EtEr Etanol 25% frio Repouso 24 horas, 4 °C
MeFr Metanol 25%

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extragao com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.

ApoOs as extragdes as amostras foram centrifugadas a 5700 rpm, durante 20
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi passado por filtro de voal e posteriormente em
filtro qualitativo 40 ym. Os extratos que continham solventes organicos foram
evaporados e congelados em ultrafreezer a -60 °C por 12 horas, juntamente com os
extratos aquosos e depois liofilizadas em liofilizador por 3 dias (-50 °C, 150 mmHg).
Ao finalizar o processo de liofilizacao, os extratos secos foram ressuspendidos em
agua destilada autoclavada na proporgao de 200 mg/mL, e armazenados em freezer

-20 °C, até a utilizagao, o fluxograma do processo pode ser observado na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA OBTENGAO DOS EXTRATOS
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FONTE: A autora (2022).

Para a determinagao do rendimento das extracdes foi realizado o calculo, de

acordo com a Equacao 1:

. m
rendimento % = —=£22 ¥ 100

Mamostra

Onde:
Meyirato = Massa (g) do extrato seco apos liofilizagao;

Mymostra = Massa total (g) da amostra utilizada.
3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS

3.5.1 Microrganismos

Foram escolhidas duas bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus

6538 e Listeria monocytogenes 19111 e trés Gram-negativas Escherichia coli 25922,
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Pseudomonas aeruginosa 15442 e Klebsiella pneumoniae 700603, todas cepas ATCC

(American Type Collection Culture).

3.5.2 Padronizacao do indculo bacteriano

As bactérias foram mantidas em placas de Petri contendo meio agar Mueller-
Hinton (MH) (KASVI®), e incubadas em estufa B.O.D (TECNAL) a 35 °C por 24 horas.
Para a padronizagcao do inéculo, cinco colénias isoladas de cada bactéria foram
selecionadas e transferidas por algcada para 10 mL de caldo MH e cultivadas sob
agitacéo de 120 rpm, em Shaker por 12 horas a 35 °C. A preparagao inicial dos
in6culos foi ajustada em conformidade com a solugéo padréo a 0,5 da escala de
McFarland. A concentragao foi confirmada com leitura em espectrofotémetro (FENTO)
em comprimento de onda de 625 nm e absorbancia entre 0,08 a 0,10, que
corresponde a 1,0 x 108 UFC/mL.

3.5.3 Técnica de disco-difusdo para avaliagdo da atividade antibacteriana dos

extratos

O método de disco-difusdo foi realizado com base no protocolo do Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) seguindo as recomendag¢des do documento
M02-A12 (2015), com algumas modificagdes para produtos naturais. O ajuste da
densidade do in6culo bacteriano foi realizado através da diluicdo do mesmo em caldo
MH conforme item 3.6.2 de acordo com a escala McFarland a 0,5. Uma vez ajustada
a absorbancia 100 pl do inéculo foram espalhados com auxilio de um swab em placas
de Petri contendo meio agar MH. Em seguida, discos de celulose de 6 mm,
impregnados com 20 ul dos extratos na concentragdo de 200 mg/mL foram fixados
sobre o meio. Como controle positivo, foram utilizados discos antimicrobianos de
Ampicilina 10 pg e Cefotaxina 30 ug (SENSIDISC DME®), além do controle negativo
com agua destilada. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e a dimenséo

dos halos formados foi aferida em milimetros com auxilio de um paquimetro.

3.5.4 Determinagao da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) dos extratos
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A CIM foi determinada através da técnica de diluicdo em microplacas (96
pocos) de acordo com as normas do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI),
conforme metodologia descrita no documento M7-A6 (2003) - Metodologia dos Testes
de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de
Crescimento Aerobico. O ajuste da densidade do inéculo bacteriano foi realizado
através da diluicdo do mesmo em caldo MH conforme item 3.6.2 de acordo com a
escala McFarland a 0,5. Uma vez ajustada a absorbancia, o inéculo foi diluido
novamente em caldo MH até a concentracéo de 4 x 10° UFC/poco.

Para o teste de microdiluicio em placas de 96 pocos, inicialmente foi
adicionado 100 yL de caldo MH em todos os pogos, em seguida adicionou-se 100 yL
dos extratos na concentragédo de 63,7 mg/mL nos oito primeiros pog¢os da coluna um.
Apds a homogeneizacgao, transferiu-se 100 yL de cada pog¢o da coluna um para a
coluna dois e assim sucessivamente em uma diluigdo seriada, descartando 100 pL do
poco da coluna onze. Por fim, com as solugdes diluidas, adicionou-se uma aliquota
de 20 uL da suspensédo do indculo preparado em cada um dos 96 pocos.

A coluna doze da microplaca foi reservada para os controles. Como controles
negativos tivemos um teste contendo caldo MH mais agua destilada, um com caldo
MH mais os microrganismos testados, um apenas com o caldo MH a fim de certificar
a esterilidade do mesmo. Como controle positivo foi utilizado a ampicilina na
concentragao de 1 mg/mL. O teste foi realizado em duplicata para todos os extratos,
controles e bactérias analisadas, a FIGURA 3 mostra o esquema das microdiluigdes.
As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Decorrido o tempo de
crescimento, a leitura das placas foi realizada adicionando 10 uyL do revelador
cloridrato de trifenil tetrazélio (CTT) a 0,5%, em todos os pogos, e a microplaca foi
incubada a 35 °C por 3 horas. Apds o periodo de incubagdo, os extratos que
apresentaram atividade antimicrobiana permaneceram incolores, enquanto 0s pogos
que coraram de rosa indicam a presenca de bactérias. Assim, a concentracio inibitoria

minima foi definida no ultimo pogo que n&o houve crescimento bacteriano.
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FIGURA 3 - ESQUEMA DE MICRODILUICOES EM PLACA DE 96 POGOS
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FONTE: A autora (2022).

3.5.5 Determinagéo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para determinar a CBM, apdés o periodo de incubagdo nos testes de
microdiluicdo, antecipadamente a aplicagdo do agente revelador, uma aliquota de 2
ML de cada pogo foi retirada e inoculada em placas contendo meio agar MH. As placas
foram incubadas em B.O.D a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo, foi observado se
houve crescimento bacteriano na placa, para entdo determinar qual foi a menor

concentracéo dos extratos capaz de causar a morte dos microrganismos.

3.6 TESTE DA EXPRESSAO DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS APOS DESAFIO
BACTERIANO

Na tentativa de verificar se genes para peptideos antimicrobianos pudessem
ser expressos in vivo, realizou-se o desafio de micélios de M. titans com algumas
especies de bactérias, extracdo de RNA total e produgcdo de cDNA, para serem
testados primers utilizados em Coprinopsis cinerea, devido a indisponibilidade de

genoma de M. titans para consulta.
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3.6.1 Co-cultivo de MT31 e bactérias em sistema semi-liquido contendo pérolas de

vidro

O MT31 foi cultivado em placas de Petri contendo meio agar 1,5% (m/v) YMG
- Yeast Glucose Manitol, 0,4% (m/v) extrato de levedura, 1% (m/v) extrato de malte,
0,4% (m/v) glicose), por 7 dias a 28 °C.

Em seguida, trés fragmentos de meio YMG colonizados pelo micélio de MT31
foram transferidos para uma placa com pérolas de vidro a uma distancia de 1 cm entre
eles, e incubados por 2 dias a 28 °C. A preparacao das placas com pérolas de vidro
foi adaptada do protocolo de Essig et al. (2014). Resumidamente, 40 g de pérolas de
vidro de borosilicato estéreis (56 mm de didmetro) foram vertidas em uma placa de Petri
e 15 mL de meio minimo foram adicionados (composi¢ao por litro de meio: 5 g de
glicose, 2 g de asparagina, 50 mg de sulfato de adenina, 1 g de KH2POq4, 2,3 g de
Na2HPO4 (anidro), 0,3g de Na2S04, 0,5 g de C4H12N20s, 40 pg de tiamina -HCI, 0,25
g de MgSO04.7H20 e 5 mg de p-acido aminobenzdico).

Apods 60 horas, 4mL de meio minimo das placas foi substituido por 4 mL de
uma suspensao bacteriana, Bacillus subtilis ou Staphylococcus aureus (cultivadas
anteriormente também em meio minimo até atingir densidade 6ptica de 0,2, lido em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 600 nm). Ambos 0s organismos,
MT31 e bactéria, foram cultivados em competi¢cao por 48 horas a 37 °C.

Para o controle do crescimento fungico, o meio foi substituido pela mesma
quantidade de meio minimo (4 mL). Como controle para o crescimento bacteriano, as
cepas bacterianas foram cultivadas no sistema de pérolas independentemente por 48
horas. Posteriormente ao desafio, o micélio foi coletado e congelado em nitrogénio

liquido, para extracao do RNA total.

3.6.2 Extragcado de RNA total

Foram testados, dois protocolos de extracdo de RNA total de miceélio de MT31
descritos abaixo:

Protocolo 1: Kit SV Total RNA Isolation System (Promega®): O procedimento
foi realizado com aproximadamente 50 mg de micélio do experimento com o desafio
bacteriano, seguindo as instru¢des do fabricante para a extracdo de RNA de tecidos.
Em resumo, foram adicionados aos micélios em um microtubo 100 pL de solugao

salina e o material foi incubado por 30 minutos a 30 °C. Foram adicionados 75 pL do
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tampéo de lise e apds agitagao foram adicionados 350 pL de tampéo de diluigdo de
RNA, com centrifugagédo posterior por 10 minutos a 14000 g. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo e adicionado 350 pyL de etanol 95% ultrapuro
(RNAse free, Sigma-Aldrich). A solugédo foi transferida para uma microcoluna de
filtracdo e centrifugada a 14000 g por 1 minuto. Apos o descarte do filtrado, foram
adicionados na microcoluna 600 pL da solugcdo de lavagem de RNA, e novamente
centrifugada a 14000 g por 1 minuto. O filtrado foi novamente descartado e entao foi
adicionada na microcoluna 50 uL de uma solucdo de DNAse e mantido por 15 minutos
a 25 °C. A reacao foi interrompida com a adigao de 200 uL da solugao de parada de
DNAse. Ap6s nova centrifugagéo a 14000 g por 1 minuto, a coluna foi lavada com 600
ML da solugéo de lavagem de RNA por centrifugacédo a 14000 g por mais 1 minuto e
uma segunda lavagem foi realizada com 250 uL da solugdo de lavagem de RNA por
2 minutos a 14000 g. O RNA extraido foi eluido adicionando 100 uL de agua ultrapura
(livre de nucleases) a microcoluna e coletado em um novo microtubo por centrifugagao
a 14000 g por 1 minuto. O RNA foi quantificado em Qubit (Thermo Scientific).
Protocolo 2: Extragdo com Trizol (Invitrogene): Os micélios foram coletados,
apos os experimentos com o desafio bacteriano, e armazenados em freezer a -20°C
com a solugdo RNAIlater™ Stabilization Solution (Thermo Fisher) até o momento da
extragcdo. A solugcdo contendo os micélios foram transferidas para um gral de
porcelana e os micélios macerados com pistilo, na presenga de nitrogénio liquido até
total evaporagédo. Foram adicionados a um microtubo 2 mL de Trizol, passado em
vortex por 2 minutos, e incubado a 25 °C por 5 minutos. Apés foram adicionados 0,2
mL de cloroférmio e os tubos foram agitados vigorosamente por agitagcédo manual, por
15 segundos e incubados de 15 a 30 °C por 3 minutos. Apds centrifugagéo a 1200 g
por 15 minutos, a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo microtubo.
Posteriormente o RNA total foi precipitado adicionando 1 mL de alcool isopropilico
com incubacdo em temperatura ambiente por 10 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12000 g por 10 minutos, para coletar o pellet de RNA. O pellet foi
lavado com 2 mL de etanol 75%, (v/v) misturado em vortex e centrifugado a 7500 g
por 5 minutos. Apds o descarte do etanol, o RNA foi seco a temperatura ambiente,
ressuspendido por pipetagem com 100 pL de agua livre de RNase e mantido por 10

minutos a 60 °C, para dissolugao total do RNA.
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3.6.3 Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit GoScript™ Reverse
Transcriptase (Promegae), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A reacao foi feita em
microtubos, contendo 4 pL de RNA e 0,5 ug de iniciadores randémicos, e incubada
por 5 minutos a 70 °C em termociclador (Thermo Scientific), e resfriada por 5 minutos
em banho de gelo. Foram adicionados nessa reagao 15 uL do mix contendo (4 uL do
tampéo 5x, 1,5 mM MgCL. 2 mM do mix de desoxinucleotideos trifosfato (dANTPs), 20
unidades de Inibidor de RNAse, 1 yL da enzima GoScript™ Reverse Transcriptase e
agua livre de nucleases q.s. p 20 uL. A reagao foi incubada por 5 minutos a 25 °C e 1
hora a 42 °C em termociclador. Apds o final da reagao a transcriptase reversa foi

inativada incubando os microtubos a 70 °C por 15 minutos.

3.6.4 Definicao dos oligonucleotideos para PAMs

Para as analises de expressao génica foram escolhidos 2 genes (LYS1 e
DLP2) que expressam os PAMs lisozima e proteina relacionada a defensina,
respectivamente, pelo cogumelo C. cinerea (KOMBRINK et al., 2019), pois até o
momento, o0 genoma de M. titans e nem sequéncias de mRNA para peptideos
antimicrobianos nesta espécie estdo disponiveis para consulta. O gene da beta-
tubulina foi utilizado como gene constitutivo (housekeeping) e as sequéncias dos
primers forward e reverse (Tub) foram desenhadas a partir do mRNA referente a
sequéncia codificante do gene da beta-tubulina de M. gigantea (GenBank:
KY427746.1). O potencial de auto complementaridade e formagao de dimeros foram
verificados pelo programa FastPCR (http://primerdigital.com/ fastpcr.html). A seguir,
estdo apresentados os genes e as sequéncias dos primers utilizados para a analise
TABELA 3.

TABELA 3 — PRIMERS UTILIZADOS NAS REAGCOES gPCR

Nome Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’)
gRT-Tub TCTCCGACACTGTCGTTGAGCCCTAC CTAGGTGGTTAAGGTCACCATAAG
gRT-LYS1 CTGGGAACACCGCTACAGGACTATG GACGTCTTTGTAGGGCGAAGCG

gRT-DLP2 CTGCATCACCACTTCTGACTGCTCA GCAGAGGCCAGTCAAGACATAGCTT

FONTE: A autora (2022).
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3.6.5 Expresséao dos genes através de PCR quantitativa (QPCR)

Um total de 4 yL do cDNA (quantidade em massa) foram misturado com 10
ML de GoTaq® qPCR Master Mix, 1 uM de cada um dos iniciadores (primers) forward
e reverse para cada gene, da TABELA 3 e agua livre de nucleases q.s.p. 20 pL. A
reacao foi realizada em termociclador CFX96TM (Bio-Rad). As condi¢des de ciclagem
foram: 94 °C por 2 minutos, 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 15 segundos,

anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensao de 60°C por 60 segundos.

3.7 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS E ANALISE POR SDS-PAGE

Para verificar o melhor protocolo para extracdo de proteinas a partir de
basidiomas secos do isolado MT31, aproximadamente 50 mg do pé foi submetido a
extragao utilizando trés protocolos, o tamp&o 1 Tris-EDTA-SDS (2% SDS, 10 mM de
EDTA pH 0,8 e 0,1 M de Tris-HCL pH 8,0), o tampao 2 redutor (1% de SDS, 9 M de
ureia, 25 mM de Tris-HC1 pH 6,8, 1 mM de EDTA, 0,7 M de beta-mercaptoetanol) e

extragdo com Trizol (Invitrogen®).

3.7.1 Protocolos 1 e 2: Extracdo com tamp&o 1 (Tris-EDTA-SDS) e 2 (Redutor)

Foi adicionado 1 mL do tampao de extragcdo 1 ou 2 e as amostras foram
sonicadas em sonicador de sonda ECO-SONICS (desruptor de células QR-500) por 1
minuto, com amplitude de 72 com banho de gelo. Os tubos foram centrifugados a
10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e armazenado para a
utilizagao no gel de poliacrilamida 1-D (SDS-PAGE). As proteinas foram quantificadas

em Qubit (Thermo Scientific).

3.7.2 Protocolo 3: Extragédo com Trizol (Invitrogen®)

Em um microtubo contendo a amostra, foi adicionado 1 mL de Trizol e micro
pérolas para a lise das amostras, passado em vortex por 2 minutos, e incubado a 25
°C por 5 minutos. Apds foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio e os tubos foram

agitados vigorosamente por agitagcdo manual, por 15 segundos e incubados de 15 a
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30 °C por 3 minutos. Apoés centrifugacao a 1200 g por 15 minutos, a fase aquosa foi
descartada. Posteriormente foi adicionado 0,3 mL de etanol 100% com incubagao em
temperatura ambiente por 3 minutos. Os tubos foram centrifugados a 2000 g por 5
minutos, e o sobrenadante foi separada em um novo microtubo. Para precipitar as
proteinas 1,5 mL de isopropanol foi adicionado ao sobrenadante, incubado por 10
minutos a 25 °C e centrifugado a 12000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado com 2 mL de ureia 0,6 M em etanol 95%, (v/v)
misturado por inversao, incubado por 20 minutos e centrifugado a 7500 g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, e as proteinas foram secas a temperatura
ambiente, ressuspendidas por pipetagem com 200 yL de SDS 1% e mantido por 10
minutos a 50 °C, para dissolucéao total. A amostra foi armazenada para a utilizagdo no

gel da eletroforese e as proteinas foram quantificadas em Qubit (Thermo Scientific).

3.7.3 SDS-PAGE

Os perfis proteicos da amostra foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em sistema vertical Mini-
PROTEAN® Tetra Cell (Biorad), de acordo com o método modificado de Laemmli
(1970), sob condigdes redutoras (2-mercaptoetanol). O gel de empilhamento foi
preparado para uma concentracédo de 5% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,5M de Tris-
HCI pH 6,8; 0,1% de SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1% de TEMED
(Tetrametiletilenodiamina). O gel de separacdo foi realizado com 14% de
acrilamida/bisacrilamida, 1,5 M de Tris-HCL pH 8,8, 0,1% de SDS, 0,1% perssulfato
de amoénio e 0,1% de TEMED. O tampao de corrida utilizado foi Tris-Glicina 1x (2,5
mM de Tris, 19,2 mM de Glicina e 0,01% de SDS). O conteudo total de 10 uL de
proteinas extraidas foi misturado com a mesma quantidade de tampao de amostra 2x
(0,25 M Tris-HCL pH 6.8, 50% glicerol, 0,05% azul de bromofenol contendo [3-
mercaptoetanol) na proporgao de 1:1 e fervido em banho-maria a 95 °C, por 5 minutos,
para desnaturacédo das proteinas. Foi aplicado todo o volume (20 pL) nos pogos do
gel. Foi utilizado o padrao de tamanho molecular (Sigma Marker™ mol wt 6,500-
200,000).

A eletroforese foi conduzida a uma corrente de 20 mA e 80 Volts, por 40
minutos para gel de empilhamento, e 40 mA e 120 Volts, por 2 horas para gel de

separacao. Apos a eletroforese, o gel foi lavado com agua destilada, para remogéo do
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SDS e fixado com 40% (V/V) de metanol, 10% (V/V) de acido acético por 20 minutos
e corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 coloidal. A descoloragdo do gel foi
realizada com agua destilada, até a remog¢ao da coloragao de fundo e destaque das
bandas de proteinas. O gel foi mantido em solucao de fixagdo (40% metanol, 7% acido

acético) e fotodocumentado.

3.8 ANALISE MICOQUIMICA

3.8.1 Determinagao de compostos fendlicos totais

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais dos extratos foi utilizado
o método de Folin-Ciocalteu modificado por Boroski et al. (2015). Os extratos foram
diluidos em agua:metanol (v/v) na proporcdo de 1:25 e foram coletados 250 uL,
adicionando 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:1), 500 pyL da solugao
saturada de carbonato de sodio e 4,0 mL de agua destilada. As amostras foram
agitadas e mantidas a 25 °C por 25 minutos sob protecéo da luz, e logo apds
centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm. O branco foi preparado nas mesmas
condigdes, utilizando 250 puL de metanol no lugar da amostra. O padrao de acido galico
(0-200 mg/L) foi utilizado para construgédo da curva de calibragdo. A absorbancia foi
determinada em espectrofotdbmetro UV-Vis no comprimento de onda de 725 nm, em
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Todas as amostras foram preparadas
em triplicata e os resultados expressos em mg de equivalentes de acido galico por g

de amostra.

3.8.2 Determinacéao de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Down (1959) modificado por Boroski et al. (2015). Os extratos foram
diluidos na propor¢ao de 1:25 agua:metanol (v/v) e foram coletados 500 pL,
adicionando 250 uL da solugéo de cloreto de aluminio 5% (v/v em metanol) e 4,25 mL
de metanol. As amostras foram agitadas e mantidas a 25 °C por 30 minutos sob
protecao da luz. O branco foi preparado nas mesmas condi¢des, utilizando 500 uL de
metanol no lugar da amostra. A curva de calibragdo foi realizada usando-se uma

solugdo padréao de quercetina (0-200 mg/L). A absorbancia foi medida em
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espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 425 nm, em cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho o6ptico. Todas as amostras foram preparadas em triplicata e os

resultados expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de amostra.

3.8.3 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos extratos liofilizados
(CLAE)

A analise por CLAE foi feita através de um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (UHPLC) Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific), equipado com
um detector UV-VIS (VWD-3400RS), bomba quaternaria (LPG-3400SD), forno (TCC-
3400RS) e sistema de injecao manual (20uL) de acordo com o método de Barros et
al. (2009) com modificagdes. As condicbes cromatograficas utilizadas foram: coluna
de fase reversa C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pM; temperatura
do forno 40 °C; comprimento de onda de deteccao 280, 295 e 260 nm. A taxa de fluxo
do solvente foi de 1,0 mL/min. Como fases méveis foram utilizados (A) agua ultrapura
acidificada com &cido acético 0,5% (pH 3,03), (B) acetonitrila com eluicdo por
gradiente. A composicéo inicial foi: 10-60% B (0-30 min); 60-95% B (30—-38 min);
mantendo essa proporc¢ao até o final da corrida de 45 minutos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas para avaliar os resultados dos experimentos foram
realizadas por meio do software Microsoft R Open versdao 4.1.2, sendo estes
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a nivel de significancia

de 0,05, garantindo 95 % de confiabilidade dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS FUNGICOS

A PCR utilizando os primers ITS 1-4 gerou fragmentos de aproximadamente
600 pb. A sequéncia obtida das amostras MT1, MT2, MT5, MT10 e MT31 foram
comparadas com outras sequéncias depositadas no banco de dados GenBank
(NCBI), numeros de acesso MZ519068.1 e LR992036.1 e apresentaram similaridade
superior a 98%, TABELA 4.

TABELA 4 - RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS1-4 DOS ISOLADOS DE M. titans

Cédigo Espécie relacionada obtida Porcentagem de similaridade por numero de
amostra GenBank acesso GenBank
MZ519068.1 MNO017548.1

MT 1 Macrocybe titans 100% 100%

MT 2 Macrocybe titans 100% 100%

MT 5 Macrocybe titans 100% 100%

MT 10 Macrocybe titans 99% 99%

MT 31 Macrocybe titans 100% 100%

FONTE: A autora (2022).

Aregiao ITS é oficialmente reconhecida pelos micologistas para identificagéo
de fungos (SCHOCH et al., 2012). Quando a pesquisa resulta em homologia pela
ferramenta BLASTNn, em sequéncias iguais ou superiores a 99%, as espécies sao
consideradas idénticas (GODINHO et al., 2013). Portanto, podemos afirmar que as
amostras analisadas pertencem a espécie em questao, devido a alta qualidade do

sequenciamento que pode ser observado na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - ELETROFEROGRAMA DE UMA PARTE DA SEQUENCIA ITS1-4, DE UM DOS
ISOLADOS DE M. titans

0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
TGCACCTTTTGTAGACTTGGGAGTTTGAT TCAAGAGTGATCTTGGATCT TACGCTCTTGTCTATGTCTT I TCATGTCAT T TACTCTGTGTATAAGAATGITTTCTAA

{1909, 1456: 80

IR AL A ] L] bl bl Sl LT
FONTE: A autora (2022).

A analise filogenética foi feita através da construgao da arvore filogenética,
utilizando os isolados deste trabalho MT1, 2, 5, 10 e 31, e mais vinte sequéncias de
Macrocybe. As linhagens isoladas se alocaram no mesmo cluster com outras
sequéncias de M. titans do GenBank, suportado pelo bootstrap de 99% no ramo
principal das espécies, e estdo distantes de outras espécies, como pode ser
observado pela FIGURA 5, mostrando a importancia do sequenciamento da regido

ITS para determinar com precisao a identificacao ao nivel de espécie.
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FIGURA 5 - ARVORE FILOGENETICA DA REGIAO DO ESPACADOR INTERNO TRANSCRITO DO
GENE RIBOSSOMAL 5.8S DOS ISOLADOS MT 1, 2, 5, 10 e 31 E OUTRAS SEQUENCIAS
DEPOSITADAS NO GENBANK

MH211846_1Macrocybe titans
MNO17544 1Macrocybe titans
LR992036.1Macrocybe titans
MNO17547_1Macrocybe titans
MZ519068. 1Macrocybe titans
MMN017545_ 1Macrocybe titans
MMNO17546_1Macrocybe titans
MNO17548. 1Macrocybe titans
31
10
®l |5
2
1
MF401956.1Macrocybe titans
ON310891.1Calocybe indica
94 || ON310887.1Calocybe indica
MT636315.1Calocybe indica
MZ919967.1Calocybe indica
MZ914424 1Calocybe indica
42 | LC006057.1Macrocybe crassa
LC029417.1Macrocybe crassa
LC029415 1Macrocybe crassa
7¢ ||| MH053153.1Macrocybe gigantea
MNO17539.1Lyophyllum praslinense
MN017541_1Macrocybe crass
JX041888.1Tricholoma giganteum
MK024240.1Macrocybe gigantea
ON794326 1Macrocybe gigantea
OM716804. 1Macrocybe gigantea
OM716805.1Macrocybe gigantea
OM716809.1Macrocybe gigantea
JX068526.1Tricholoma giganteum
OM716807.1Macrocybe gigantea
- JX068527 1Tricholoma giganteum
QOW887221.1Coprinopsis cinerea
LC068798.1Coprinopsis cinerea
o AB097563.1Coprinopsis cinerea

| 8

100

w

54

55

+7] LC105653 1Coprinopsis cinerea
63' AB7051551Coprinopsis cinerea

0.050

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Filogenia molecular usando o método Neighbor-Joining e distancias evolutivas calculadas
usando o método da Maxima Verossimilhanga Composta. O comprimento dos ramos € indicado por
escala na base da arvore e os valores do suporte estatistico (Bootstrap, com 10.000 reamostragens)
sao indicados acima dos ramos. Esta analise envolveu 39 sequéncias de nucleotideos. As analises

evolutivas foram conduzidas no MEGA 11.
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4.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS FUNGICOS

Os rendimentos obtidos a partir da preparagcao dos extratos através dos
meétodos de banho de ultrassom, ponteira ultrassénica, shaker e a frio, além dos cinco
solventes extratores, agua destilada, isopropanol 25%, acetona 25%, etanol 25% e

metanol 25% sao apresentado na TABELA 5.

TABELA 5 - RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Nome da amostra Extrato liofilizado Peso inicial Rendimento %
AgSk 0,4489 g 1,0023 g 44,8
EtSk 0,4246 g 1,0034 g 42,3
MeSk 0,4151¢g 1,0011g 41,5
IsoSk 0,3747 g 1,0006 g 37,4
AgPu 0,3717 g 1,0034 g 37,0
AgFr 0,3517 g 1,0004 g 35,2
MeBu 0,3516 g 1,0002 g 35,2
MePu 0,3487 g 1,0000 g 34,9
EtFr 0,3495¢g 1,0058 g 34,7
ActSk 0,3434 g 1,0005 g 34,3
AgBu 0,341g 1,0000 g 34,1
EtBu 0,3399¢g 1,0003 g 34,0
ActFr 0,3416 g 1,0066 g 33,9
EtPu 0,3394 g 1,0068 g 33,7
ActPu 0,3321¢g 1,0072 g 33,0
IsoBu 0,3198 g 1,0051 g 31,8
IsoFr 0,3176 g 1,0001 g 31,8
IsoPu 0,305¢g 1,0012 g 30,5
ActBu 0,3059 g 1,0049 g 30,4
MeFr 0,2383 g 1,0045 g 23,7

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracdo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extracéo estatica a frio.

As massas obtidas mostraram-se estaveis e com quantidade suficiente para
realizacdo das analises. Em relagdo ao rendimento dos extratos, observou-se
variagdo de 44,8 a 23,7% dos extratos AgSk e MeFr, respectivamente. O tipo de
solvente e o tipo de extragdo, mostrou influenciar o rendimento da extracédo, o que

esta relacionado com o tipo de componentes que cada solvente extrai.

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS
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No ensaio de disco-difusao utilizou discos em ftriplicata, impregnados com os
extratos em placas inoculadas com as bactérias. A dimens&o dos halos formados ao
redor do disco foi avaliada para determinacgao do efeito inibitério dos extratos sobre as
bactérias, apds 24 horas. A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada contra
algumas bactérias patogénicas onde a ampicilina e cefotaxima foram usadas como
droga padrao para comparacgao. Verificou-se que todos os extratos inibiram todas as
espécies Gram-positivas e Gram-negativas examinadas, sendo uns mais eficazes que
o outro dependendo da espécie em questao.

O maior efeito de inibicdo foi observado contra a bactéria Staphylococcus
aureus, no grupo das bactérias Gram-positivas. Observou-se a formagao de halos de

inibicdo regulares e sem presenca de bactérias resistentes, FIGURA 6.

FIGURA 6 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS PARA A BACTERIA S. aureus NO
TESTE DE DISCO-DIFUSAO

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassonica, Sk:
extragdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.

S. aureus € uma bactéria gram-positiva e anaerodbia facultativa que produz
diversos fatores de patogenicidade e viruléncia. Encontrada facilmente na pele e na
mucosa, constituindo microbiota normal, porém em casos de patogénicos, provoca
desde uma simples infecgéo até infecgdes mais graves como, pneumonia e meningite
por exemplo. Uma das principais causas por bacteremia em pacientes hospitalares &

por essa bactéria, diversas infecgbes metastaticas, como endocardite infecciosa,
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artrite séptica e complicagdes, como choque séptico e sepse (MONTARELO et al.,
2018), representando um problema de saude global. Hoje diversas cepas de S. aureus
séo resistentes a meticilina, recebendo o nome de MRSA. Os MRSA se disseminaram
de forma rapida em hospitais e como consequéncia, limitaram os antibiéticos
utiizados no combate a essas bactérias. Em 1980 foram introduzidas as
fluoroquinolonas, mas as cepas MRSA também se tornaram rapidamente resistentes
a elas. A vancomicina (glicopeptideo) € eficiente no tratamento contra MRSA, mas
apresenta efeitos colaterais graves. Além disso, houve o surgimento de uma cepa de
S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) (DOS SANTOS, 2007).

A TABELA 6 traz a comparagao entre os extratos testados contra S. aureus,
e podemos observar que os extratos que tiveram um melhor desempenho foram o
AgFr e ActBu, com tamanho médio de halo de 27,8+0,6 e 26,3+t0,1 mm,
respectivamente. O extrato que mostrou um menor desempenho foi o EtSk (15,1+0,9
mm). O resultado vai de acordo com resultados anteriores de que, geralmente, as
bactérias Gram-positivas sdo consideradas mais sensiveis a diferentes compostos
(KHATUA et al., 2017).
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TABELA 6 - MEDIDAS DAS AREAS DE INIBIGAO PARA A BACTERIA S. aureus NO TESTE DE
DISCO-DIFUSAO

S. aureus
Amostra testada Zona de Inibigdo (mm) Média* DP
Ampcilina 10ug 43 43 43 43,0 a 0,0
AgFr 27,5 28,5 27,4 278 b 0,6
ActBu 26,3 26,3 26,2 26,3 bc 0,1
IsoSk 25,8 26,3 251 25,7 cd 0,6
IsoBu 26,1 25,7 249 25,6 cd 0,6
IsoPu 24,7 25,5 24,8 25,0 cde 0,4
ActSk 24,4 23,4 26 24,6 cde 1,3
AgPu 23,4 24,8 23,4 23,9 def 0,8
IsoFr 24,3 24 22,2 23,5 ef 1,1
ActFr 23,8 22,6 22,8 23,1 efg 0,6
ActPu 23,4 221 22,1 225 fg 0,8
Cefotaxina 30ug 21,5 23 23 22,5 fgh 0,9
AgBu 22,2 22,2 22,2 22,2 fgh 0,0
AgSk 22,3 21,1 21,1 21,5 ghi 0,7
MeBu 21,5 21,5 21,5 21,5 ghi 0,0
EtFr 20,9 20,8 19,9 20,5 hi 0,6
EtPu 20,4 20,1 20,1 20,2 i 0,2
MeFr 20,9 19,9 19,7 20,2 i 0,6
MePu 20,1 20,3 19,5 20,0 i 0,4
EtBu 19,6 19,7 19,7 19,7 i 0,1
MeSk 16,4 17,3 17,7 17,1 0,7
EtSk 16,1 14,6 14,6 15,1 k 0,9
Agua destilada 0 0 0 0,0 | 0,0

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extragao com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.

Quando a analise é realizada em relagdo a bactéria Gram-positiva L.
monocytogenes, observa-se que a melhor resposta se deu no extrato AgBu, que
apresentou tamanho médio do halo de 22+0,1 mm, sendo que a resposta menos
pronunciada se deu em EtSk que apresentou média de 8,7+0,1 mm, FIGURA 7 e
TABELA 7. A Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva anaerdbia
facultativa. Causadora da doenca listeriose, ocasionada geralmente por alimentos
contaminados pelo patdgeno, afetando principalmente individuos com o sistema
imunoldgico comprometido. Gestantes entram no grupo de risco gerando em alguns
casos, o aborto prematuro. A doenga pode se espalhar pela corrente sanguinea

chegando no sistema nervoso, ocasionando meningite (DREVETS, 2008).
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FIGURA 7 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS PARA A BACTERIA L.
monocytogenes NO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragao - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.
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TABELA 7 - MEDIDAS DAS AREAS DE INIBICAO PARA A BACTERIA L. monocytogenes NO TESTE
DE DISCO-DIFUSAO

L. monocytogenes

Amostra testada Zona de Inibigao (mm) Média* DP
Ampicilina 10ug 40,8 40,8 40,8 40,8 a 0,0
AgBu 22,0 21,9 22,0 220 b 0,1

EtFr 21,1 21,0 21,1 211 ¢ 0,1
Cefotaxina 30ug 21,0 21,0 21,0 21,0 cd 0,0
MeFr 20,9 20,9 20,9 209 d 0,0
IsoSk 20,9 20,8 20,9 209 d 0,1
ActPu 20,7 20,6 20,7 20,7 e 0,1
IsoBu 20,4 20,3 20,4 204 f 0,1
IsoFr 20,3 20,3 20,2 20,3 f 0,1
AgPu 20,0 20,0 19,9 200 g 0,1
AgFr 19,8 19,9 19,9 19,9 g 0,1
ActBu 19,5 19,6 19,6 19,6 h 0,1
ActFr 18,5 18,4 18,4 18,4 i 0,1
EtBu 18,2 18,2 18,1 18,2 j 0,1
MeBu 17,9 17,9 17,8 17,9 k 0,1
ActSk 17,8 17,8 17,7 17,8 k 0,1
AgSk 17,3 17,3 17,2 17,3 | 0,1
MePu 16,0 15,9 16,0 16,0 m 0,1
EtPu 15,7 15,6 15,7 15,7 n 0,1
IsoPu 14,9 14,9 14,8 149 o 0,1
MeSk 12,7 12,7 12,6 12,7 p 0,1
EtSk 8,6 8,7 8,7 8,7 q 0,1
Agua destilada 0,0 0,0 0,0 00 r 0,0

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracdo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragcéo estatica a frio.

Dentre as bactérias Gram-negativas, Klebsiella pneumoniae sofreu maior
efeito inibitério com halos regulares, bordas bem delimitadas e nenhuma presenca de

colbénias satélites conforme pode ser observado na FIGURA 8.
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FIGURA 8- ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS PARA A BACTERIA K. pneumoniae
NO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragdo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragéo estatica a frio.

A Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo anaerdbio facultativo.
Diversos estudos vém demonstrando a resisténcia dessa bactéria em relagdo a
diversos antibiéticos. Considerado um patégeno oportunista, implica em diferentes
infeccbes do trato urinario em pacientes hospitalizados ou individuos
imunocomprometidos. Além disso, € capaz de gerar pneumonia e infecg¢des
sanguineas ou em feridas cirurgicas (JASIM et al., 2020).

Organismos Gram-negativos séo dificeis de serem inibidos devido a estrutura
de suas paredes celulares (KHATUA et al., 2017). Contudo, todos os extratos testados
contra K. pneumoniae tiveram efeito inibitério, como mostrado na TABELA 8. O extrato
que apresentou melhor resultado foi o EtFr, com tamanho de halo de 23,1£0,1 mm e

o extrato que exibiu uma baixa atividade foi o EtSk (8,4+0,1 mm).
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K. pneumoniae

Amostra testada Zona de Inibigao (mm) Média* DP
Cefotaxina 30ug 37,7 37,7 37,7 37,7 a 0,0
Ampicilina 10ug 29,6 29,6 29,6 296 b 0,0

EtFr 23,1 23,1 23,0 231 ¢ 0,1
MeBu 22,6 22,6 22,5 226 d 0,1
AgBu 21,9 21,9 21,9 219 e 0,0
ActBu 21,2 21,0 21,2 211 f 0,1
IsoSk 21,0 21,0 20,9 21,0 fg 0,1
AgPu 20,9 20,8 20,9 209 g 0,1
IsoFr 20,5 20,5 20,5 20,5 h 0,0
MeFr 19,6 19,6 19,5 19,6 i 0,1
ActSk 19,4 19,5 19,5 19,5 i 0,1
MePu 19,4 19,4 19,4 194 i 0,0
ActFr 19,1 19,0 19,1 19,1 j 0,1
ActPu 18,8 18,8 18,7 18,8 k 0,1
IsoBu 18,1 18,1 18,0 18,1 | 0,1
AgSk 17,8 17,8 17,7 17,8 m 0,1
AgFr 17,8 17,7 17,8 17,8 m 0,1
IsoPu 16,0 16,0 15,9 16,0 n 0,1
EtBu 15,9 15,9 15,8 15,9 n 0,1
MeSk 141 14,2 141 141 o 0,1
EtPu 14,0 141 141 14,1 o 0,1
EtSk 8,4 8,3 8,4 84 p 0,1

Agua destilada 0,0 0,0 0,0 00 g¢ 0,0

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extragdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragcéo estatica a frio.

Com relacdo aos diferentes extratos utilizando a bactéria E. coli como

microrganismo com efeito inibitério, podemos observar bordas bem delimitadas

FIGURA 9.
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FIGURA 9 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS PARA A BACTERIA E. coli NO
TESTE DE DISCO-DIFUSAO

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extracao com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.

A E. coli é considerada um importante problema de saude publica devido ao
fato de possuir muitos genes de resisténcia o que dificulta o tratamento. Sendo uma
bactéria Gram-negativa um dos principais habitat € o intestino humano, sendo
considerada inofensiva, porém mutagdes a tornam um patdégeno perigoso, podendo
levar a morte (KAPER, 2004). Atualmente, existem seis grupos de E. coli diferenciados
de acordo com a viruléncia e toxinas (GOMES et al., 2016). O extrato MeBu foi o que
demonstrou a maior eficiéncia (13,9+0,1 mm) e o de menor foi o EtSk (9,7+0,1 mm),

conforme pode ser observado na TABELA 9.
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TABELA 9 - MEDIDAS DAS AREAS DE INIBICAO PARA A BACTERIA E. coli NO TESTE DE DISCO-

DIFUSAO

E. coli
Amostra testada Zona de Inibigao (mm) Média* DP
Cefotaxina 30ug 33,4 33,4 33,4 334 a 0,0
Ampicilina 10ug 16,5 16,5 16,5 16,5 b 0,0
MeBu 13,9 13,8 13,9 13,9 c 0,1
MeFr 13,7 13,7 13,6 13,7 d 0,1
ActBu 13,5 13,4 13,5 135 e 0,1
IsoSk 13,4 13,4 13,3 134 e 0,1
IsoFr 13,3 13,4 13,4 134 e 0,1
IsoPu 12,8 12,7 12,8 12,8 f 0,1
ActSk 12,8 12,8 12,7 12,8 f 0,1
ActPu 12,7 12,6 12,7 12,7 fg 0,1
ActFr 12,5 12,6 12,6 126 g 0,1
AgPu 12,4 12,4 12,3 12,4 h 0,1
EtBu 12,3 12,2 12,3 12,3 h 0,1
EtPu 12,3 12,3 12,2 12,3 h 0,1
AgFr 12 12,1 12 12,0 i 0,1
IsoBu 12 12 12,1 12,0 i 0,1
EtFr 12 12 12,1 12,0 i 0,1
MePu 12,1 12 12 12,0 i 0,1
AgBu 11,4 11,3 11,4 11,4 j 0,1
MeSk 11,4 11,3 11,4 11,4 j 0,1
AgSk 10,8 10,7 10,8 10,8 k 0,1
EtSk 9,7 9,6 9,7 9,7 | 0,1
Agua destilada 0 0 0 0,0 m 0,0

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracao - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragcéo estatica a frio.

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria aerObia com caracteristicas

morfotintoriais em forma de bastonetes méveis Gram-negativos, ndo formadores de

esporos. Podem ser responsaveis por infeccoes do trato respiratorio inferior em

pacientes hospitalizados, sendo associada ao aumento da mortalidade (YANG et. al.,

2019). Dentro do género Pseudomonas, diferentes espécies vém demonstrando maior

habilidade de desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos, como pode ser

observado na FIGURA 10. Segundo Figueiredo et al. (2007), P. aeruginosa apresenta

resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que resulta da co-resisténcia, ou seja, da

presenca de multiplos mecanismos de resisténcia num unico hospedeiro levando a

resisténcia a multiplos farmacos.
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FIGURA 10 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS PARA A BACTERIA P. aeruginosa
NO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracdo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitagao em Shaker, Fr: extracdo estatica a frio.

A TABELA 10 traz a comparacado entre os extratos testados contra P.
aeruginosa, e podemos observar que o extrato que teve um melhor desempenho foi
IsoSk, com tamanho médio de halo de 13,84£0,1. O extrato que mostrou um menor
desempenho foi o EtSk (7,6+0,1 mm).
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TABELA 10 - MEDIDAS DAS AREAS DE INIBICAO PARA A BACTERIA P. aeruginosa NO TESTE DE

DISCO-DIFUSAO

P. aeruginosa

Amostra testada Zona de Inibigao (mm) Média* DP
IsoSk 13,8 13,9 13,9 139 a 0,1
AgBu 12,9 12,8 12,9 129 b 0,1
AgPu 12,9 12,9 12,8 129 b 0,1
AgSk 12,8 12,9 12,9 129 b 0,1
ActBu 12,9 12,9 12,8 129 b 0,1

EtFr 12,9 12,9 12,8 129 b 0,1
MeBu 12,9 12,8 12,9 129 b 0,1
IsoBu 12,8 12,7 12,8 128 b 0,1
ActPu 12,8 12,8 12,7 128 b 0,1
ActSk 12,8 12,7 12,8 128 b 0,1
AgFr 12,1 12,2 12,2 122 ¢ 0,1
MeFr 11,9 11,8 11,9 119 d 0,1
ActFr 11,7 11,6 11,7 11,7 e 0,1
MePu 11,4 11,4 11,3 114 f 0,1
MeSk 11,4 11,4 11,3 11,4 f 0,1
IsoPu 11,3 11,2 11,3 11,3 fg 0,1
IsoFr 11,2 11,1 11,2 11,2 g 0,1
EtBu 10,9 10,8 10,9 10,9 h 0,1
EtPu 10,9 10,9 10,8 10,9 h 0,1

Cefotaxina 30ug 7,7 7,7 7,7 7,7 i 0,0
EtSk 7,6 7,6 7,5 76 i 0,1

Ampicilina 10ug 6,0 6,0 6,0 6,0 j 0,0
Agua destilada 0,0 0,0 0,0 0,0 k 0,0

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracao - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassénica, Sk:
extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragcéo estatica a frio.

Venturini et al. (2008) em um estudo comparativo de diversos extratos em uma

variedade de cogumelo, verificou que os extratos aquosos apresentaram um maior

potencial na atividade antimicrobiana por disco-difusdo. Embora a metodologia de

disco-difusdo seja muito utilizada devido a sua praticidade e baixo custo, ela ndo

determina a concentracédo exata que é capaz de causar a inibicdo do microrganismo,

mas ainda pode ser considerada como uma importante ferramenta complementar para

a avaliacao rapida de efeitos antimicrobianos.

Uma vez verificado e quantificado a area de inibigdo dos microrganismos para

cada extrato, foram realizadas analises para determinar a menor concentragao de

cada um dos extratos (CIM) que inibe os microrganismos, através do teste de

microdiluicdo em caldo.



58

Para a revelagao da CIM foi utilizado o corante denominado CTT. Dentre suas
aplicacdes, ele é utilizado para a identificacdo de células ativas em testes de
determinacado de CIM, quando a coloracao do pogo esta rosa ha crescimento do
microrganismo. Quando ndo ha crescimento, a amostra ndo muda de coloragdo, uma
vez que nao ha microrganismos para reagir com o corante.

Na TABELA 11 tem-se o resultado da CIM para cada um dos 20 extratos
testados no estudo, contemplando os cinco microrganismos estudados. Em cada uma
das colunas tem-se a Concentracao Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida
Minima. As figuras constando as imagens de todas as microplacas de 96 pogos, cujo

resultado foi apresentado nessa tabela encontram-se nos Apéndices 1, 2, 3,4 e 5.

TABELA 11 - VALORES DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRAGAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS EXTRATOS FRENTE A MICRORGANISMOS DE INTERESSE
CLIiNICO

Bactérias

S. aureus L.monocytogenes | K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa

CIM | CBM CIM CBM CIM CBM CIM | CBM | CIM CBM

AgBu 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
AgPu 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
AgSk 1,99 | 0,99 7,97 7,97 3,98 3,98 797 | 797 | 7,97 7,97
AgFr 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 7,97 | 3,98 3,98
IsoBu 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
IsoPu 7,97 | 7,97 15,9 15,9 15,9 15,9 15,9 | 159 | 31,88 | 31,88

TEI [soSk 1,99 | 1,99 7,97 7,97 7,97 7,97 797 | 797 | 797 7,97
E’ IsoFr 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 7,97
§ ActBu 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
% ActPu 159 | 159 | 31,88 31,88 | 31,88 | 31,88 | 31,88 | 31,88 | 31,88 | 31,88

ActSk 1,99 | 1,99 7,97 7,97 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 7,97
ActFr 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
EtBu 0,99 | 0,99 7,97 7,97 3,98 3,98 797 | 797 | 797 7,97
EtPu 3,98 | 3,98 15,9 15,9 7,97 7,97 797 | 7,97 | 159 15,9
EtSk 3,98 | 3,98 15,9 15,9 7,97 797 |31,88 | 31,88 | 159 15,9
EtFr 0,99 | 0,99 7,97 7,97 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
MeBu 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
MePu 3,98 | 3,98 7,97 7,97 7,97 7,97 797 | 159 | 159 15,9
MeSk 1,99 | 1,99 7,97 7,97 7,97 7,97 797 | 159 | 7,97 7,97
MeFr 0,99 | 0,99 3,98 3,98 3,98 3,98 3,98 | 3,98 | 3,98 3,98
CpP* 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

FONTE: A autora (2022).
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LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extragao com agitacao em Shaker, Fr: extragao estatica a frio. CP* Controle positivo: Ampicilina.

S. aures apresentou um efeito inibitério minimo com 0,99 mg/mL dos extratos
(ActBU, ActFr, AgBu, AgFr, AgPu, EtBu, EtFr, IsoBu, IsoFr, MeBu e MeFr). Enquanto
o efeito inibitério minimo para as outras bactérias, foi de 3,98 mg/mL. O extrato que
apresentou o menor desempenho de inibicao para todas as bactérias foi o ActPu com
15,9 mg/mL do extrato para S. aures e 31,8 mg/mL do extrato para L. monocytogenes,
E. coli, K. pneumoniae e P. areuginosa.

O teste de microdiluigdo em caldo corrobora com os resultados de areas de
inibicdo verificados nos testes de disco-difusdo, mostrando que os 20 extratos
testados possuem atividade antimicrobiana, uma vez que proporcionam inibicdo e
morte do crescimento dos microrganismos. Adicionalmente, em complemento ao teste
de CIM, foi realizado o CBM através do qual foi possivel avaliar visualmente a morte
celular.

Testes de microdiluicdo em caldo foram realizados no género M. lobayensis
por Khatua et al. (2017) utilizando extrato metandlico, o extrato apresentou atividade
contra as bacterias L. monocytogenes, B. subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e
Salmonella thyphimurium. Khatua et al. (2018) também avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato etandlico contra as bacterias L. monocytogenes, B. subtilis,
S. aureus, E. coli e Salmonella thyphimurium e se mostraram eficientes contra todas
elas.

Dessa forma, os resultados apresentados demonstram que os solventes
utilizados podem causar diferentes efeitos na concentragao dos compostos presentes

no extrato final e, consequentemente, o espectro de atividade antimicrobiana.

4.4 EXPRESSAO DOS GENES DE PAMS EM SISTEMA DE CO-CULTIVO

Em estudos anteriores de desafio, o confronto entre fungos e bactérias era
feito principalmente em placas de &agar, muitas vezes sem contato fisico dos
organismos (DEVEAU et al., 2015; GKARMIRI et al., 2015; LAMACCHIA et al., 2016).
Neste estudo utilizamos uma configuragdo semi-liquida, na qual cultivamos M. titans
sobre pérolas de vidro submersas, FIGURA 11 (DROCE et al., 2013). Essa

configuragdo permitiu que as bactérias moveis, quando adicionadas a fase liquida
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interagissem com o micélio de maneira dinamica e intima, FIGURA 12. Dessa forma,
este sistema experimental nos permitiu analisar a expressédo génica de M. titans em

resposta as bactérias de modo mais preciso.

FIGURA 11 - CULTIVO M. titans SOBRE PEROLAS DE VIDRO

FONTE: A autora (2022).

FIGURA 12 - CONTROLE DE M. titans APOS 48 HORAS DE CRESCIMENTO E MICELIO DE M.
titans APOS 48 HORAS DE DESAFIO BACTERIANO

Controle Desafio

FONTE: A autora (2022).
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Estudos moleculares sobre a expressao génica requerem o isolamento do
RNA de boa qualidade. Neste trabalho foram testados dois protocolos de extracédo de
RNA o Protocolo 1: Kit SV Total RNA Isolation System (Promegas) e Protocolo 2:
Extragdo com Trizol (Invitrogene), combinando protocolos fisicos de ruptura celular e
técnicas de purificagdo. O protocolo 1 n&o foi capaz de extrair o RNA, isso pode ser
explicado, pois esse kit ndo é o melhor para a extracdo de micélio de fungos. Segundo
Schumann et al. (2013), a adigdo de uma segunda etapa de cloroférmio durante o
protocolo melhora notavelmente o rendimento de RNA, presumivelmente devido a
remocao de polissacarideos contaminantes. Ja o protocolo 2, foi eficaz na extragao
do RNA com resultado de 45,2 pg/mL.

A expresséao do gene para a tubulina (housekeeping) foi observada, com 6timo
sinal de amplificagéo, e confirmada através de eletroforese em gel de agarose, pelo
aparecimento de um amplicon, FIGURA 13, mesmo tendo sido desenhados primers

com base na sequéncia de RNAm para outra espécie (M. gigantea).

FIGURA 13 - ELETROFORESE DO AMPLICON DO GENE DA TUBULINA

1164 pb

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Gel de agarose a 2% dos produtos de amplificagédo, por RT-qPCR de trés amostras de
parte do cDNA do gene da tubulina (164 pb). M: Marcador de tamanho molecular 100 pb (Ludwig
Biotecnologia).
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Os oligonucleotideos para a amplificagdo e analise da expressao génica de
PAMs utilizados nesse trabalho foram baseados no artigo de Kombrink et al. (2019),
0s quais analisaram a expressao de PAMs no cogumelo C. cinerea. Foram escolhidos
primers para dois PAMs (LYS1 e DLP2), que foram utilizados por esses autores para
o estudo da expresséo de genes para a lisozima e proteina associada com defensina,
de C. cinerea. No presente estudo, foi possivel observar um sinal de fluorescéncia

tardio, relativo a amplificagédo do gene DLP2, em desafio com S. aureus FIGURA 14.

FIGURA 14 - SINAL RT-gPCR APOS O DESAFIO
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Controle gene DLP2 sem o desafio em verde. Sinal da RT-gPCR amplificado em preto
somente quando desafiado com S. aureus, quando desafiado com B. subtilis, ndo houve amplificagdo
do sinal.

Até o presente momento, os resultados dos experimentos sugerem que
algumas bactérias, como S. aureus induzem um tipo de resposta no metabolismo do
fungo basidiomiceto M. titans. Essa resposta depende predominantemente de
proteinas secretadas, muitas apresentando algum nivel de atividade antibacteriana.
Kombrink et al. (2019) afirmam que a maioria das proteinas fungicas que sao

secretadas durante a indugao com co-cultivo bacteriano s&o pequenas, apresentando
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menos que 250 aminoacidos e ndo ha anotagdes génicas disponiveis para consulta,
o que dificulta as previsdes de suas fungdes. Proteinas secretadas por fungos, com
acao antimicrobiana, sdo normalmente uma reminiscéncia de proteinas efetoras
produzidas por patégenos fungicos e endofiticos, bem como fungos micorrizicos
durante a colonizacdo das plantas para estabelecer crescimento fungico no
hospedeiro (ZEILINGER et al., 2016).

No entanto, estes resultados s&o ainda inconclusivos, e estdo em fase de
confirmacéo, para a elucidagcao do real comportamento em relacdo a expressao de
genes relacionados com o metabolismo de PAMs, frente as diversas situagdes de
desafios e co-cultivos realizados.

Os mecanismos de defesa empregados pelos fungos para enfrentar bactérias
concorrentes ou antagonistas sdo mal compreendidos. Enquanto os fungos sao
notorios produtores de compostos antibacterianos, nao esta claro se esses compostos
podem ser produzidos como parte de uma resposta de defesa especifica contra
bactérias.

A regido identificada como LYS1 corresponde a um dos cinco genes
codificantes para lisozimas expressas por C. cinerea, pertencente a um grupo de
lisozimas fungicas (GH24-type lysozymes), que apresentam ac¢ao antibacteriana por
clivagem do peptidoglicano da parede celular bacteriana (KOMBRINK et al., 2019).
Esses mesmos autores identificaram, no cromossomo de C. cinerea, dez genes com
dominio para proteinas similares a defensinas, identificados como DLP1-10 (defensin
like proteins). Embora esses autores tenham detectado a expresséo desses DLPs no
transcriptoma de C. cinerea apos desafio com bactérias, ndo puderam comprovar sua
atividade antibacteriana. Os autores relatam que outras espécies de fungos podem
apresentar proteinas com fungdes similares a essas proteinas, mas com diferentes
dominios, e podem apresentar atividade antimicrobiana. Analise detalhada da
expressao e da fungdo dos genes individuais, pertencentes a essa familia génica
sugere que essas proteinas fungicas desempenham um papel significativo na
interacao com bactérias.

Como nado ha, até o presente momento, nenhuma sequéncia codificante
disponivel no GenBank de genes para PAMs em Macrocybe spp., a analise da
expressao génica, através da RT-gPCR é um desafio, pois foram realizadas nesse

trabalho extensivas analises in silico no gemoma de M. gigantea, para se encontrar
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sequéncias homologas de genes para PAMs ja descritos para outros cogumelos
basidiomicetos, como Pleurotus ostreatus.

A analise da sequéncia de RNAm, a partir das sequéncias de aminoacidos da
extremidade N-terminal dos peptideos Pleurostrin, Alveolarin, Eryngin, Lyophyllum
antifungal protein, Lentin e Agrocybin, publicadas por Chu et al. (2005), foi verificada
in silico através da ferramenta de bioinformatica tBLASTn. Escolheu-se sequéncia
relativa a extremidade N-terminal do peptideo Pleurostrin de P. ostreatus, devido a
proximidade taxonémica com Macrocybe spp., € por ser uma das maiores sequéncias
(ATRVVYCNRRSGSVVGGDDTVYYEG), foi possivel encontrar uma sequéncia de
RNAmM com numero de acesso XM_036779028.1, descrita como proteina n&o
caracterizada para P. ostreatus. Ao fazer o alinhamento, através da ferramenta
BLASTNnN, foram localizadas sequéncias com alta similaridade (96%) com o genoma
de P. ostreatus, indicado grande semelhanca entre a sequéncia de RNAmM e a
sequéncia codificante do gene. Na tentativa de encontrar similaridade da sequéncia
dessa proteina ndo caracterizada, no genoma de M. gigantea, foi realizado o
alinhamento, sendo possivel encontrar uma similaridade de 67% no contig de niumero
299 (GenBank SJRY01000299.1) mas o estudo ainda nao foi conclusivo, pois o
genoma de M. gigantea nao tem anotagdo génica e sdo apresentadas apenas
sequéncias de contigs. A maioria das sequéncias de aminoacidos de supostos
peptideos antimicrobianos de cogumelos, disponiveis para consulta, representam
apenas parte do peptideo e ndo ha muitas sequéncias codificantes anotadas no
genoma ou sao descritas como putativas ou ndo caracterizadas. O método utilizado
pelos autores, para a determinagao dessas sequéncias de aminoacidos de PAMs, é o
isolamento prévio dos extratos proteicos por cromatografia de troca idbnica em DEAE-
celulose, e sequenciamento por degradacdo de Edman, o que poderia ser uma
estratégia futura importante, para a detec¢ao de fragdes de peptideos nos extratos
analisados nesse trabalho, para MT31.

Como alternativa, se houver alguma amplificacdo, mesmo que baixa, de
algum dos cDNAs obtidos, sera necessario o sequenciamento dos amplicons e
adequacao das sequéncias desses oligonucleotideos.

Uma super-representacdo de genes que codificam pequenas proteinas
secretadas (SSPs) também foi encontrada entre os genes de P. anserina que foram
induzidos apds a exposi¢ao a duas bactérias do género Serratia, uma das quais mata
o fungo (LAMACCHIA et al., 2016). Portanto, parece que a secrecdo de SSPs
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desempenha um papel significativo na interacdo de fungos com plantas e bactérias,

incluindo interagdes mutualisticas, patogénicas ou competitivas.

4.5 AVALIAGAO DE PROTOCOLOS DE EXTRAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS DE
MT31

Foram analisados trés diferentes protocolos para extragcao de proteinas de
MT31, utilizando apenas o basidioma seco do cogumelo, FIGURA 15. A extragédo com
o reagente Trizol resultou em uma maior concentragado aparente de proteinas obtidas,
as quais variaram em tamanho molecular e com bandas bem definidas. Foi realizado
um gel a 14%, mas um gel mais concentrado (por exemplo, 18%) poderia permitir uma
melhor separagcédo de moléculas menores. Pretende-se utilizar esse protocolo para
extracdo de proteinas de micélios de M. titans, em co-cultivo com as bactérias
utilizadas para o desafio, visando estimular a producao de possiveis PAMs. Apos a
extracdo, as proteinas com menor massa molecular serdo separadas por
centrifugacéo utilizando colunas com baixo cutt-off e analisadas por métodos de
identificacdo de proteinas, como o MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight), apés separacao por SDS-PAGE bidimensional, para
deteminacéao do pl (ponto isoelétrico) e massa molecular, por comparagao dos niveis
de expressao entre a amostra desafiada e a controle.

Existem varios bancos de dados para PAMs naturais, abrangendo hoje mais
de 2.000 peptideos (WANG, 2015). A maioria dos PAMs sao relativamente curtos,
geralmente consistindo em 10 a 60 aminoacidos (média de 33,26) (HUAN et al., 2021).
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FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS TOTAIS DE MT31
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) a 14% mostrando o
perfil das proteinas totais extraidas do basidioma seco de MT31. KDa (Quilodaltons). M1 (Marcador
de peso molecular Sigma Marker™ 6,5-200 kDa). M2 (Marcador de proteinas pré-corado). Perfil das

proteinas extraidas com o tampao 1 (Tris-EDTA-SDS), 2 (Redutor) e 3 (Trizol).

4.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES

Diferentes tipos de extratos podem apresentar comportamentos distintos
dependendo do tipo do solvente extrator. Os antioxidantes naturais de cogumelos,
como fendis e flavonoides, sdo de natureza polar, portanto, uma extracao eficiente
pode definitivamente ser alcangada usando qualquer solvente polar como agua,
etanol, metanol e acetona.

O ensaio de Folin-Ciocalteu é altamente sensivel para fendis monohidricos,
polifendis, flavonoides e taninos. No entanto, o método pode superestimar o teor de
fendlicos totais, devido a outras substancias facilmente oxidaveis, como acgucares,
acido ascorbico, aminoacidos.

Os resultados sao expressos em mg de equivalentes de acido galico por
grama de cogumelo seco. Os compostos fendlicos totais dos extratos analisados pelo
método Folin-Ciocalteu, variaram entre 10,65 + 0,005 e 6,34 + 0,072 mg EAG/g

conforme mostrados no GRAFICO 1.
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GRAFICO 1 - COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NOS EXTRATOS
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extragao com agitacao em Shaker, Fr: extragao estatica a frio.

O extrato utilizando agua como solvente e empregando o banho ultrassénico
(AgBu) apresentou o valor mais alto de compostos fendlicos totais (10,65 +0,005 mg
EAG/g), quando comparado a todos os outros métodos. Uma possivel justificativa
para esse resultado pode ser devida ao fendbmeno de cavitagdo, onde a impulsao de
bolhas de gas podem atingir a matriz sélida e conseguem causar a ruptura das células
(ESCLAPEZ et al. 2011). Sendo observado que a extragédo com solvente aquoso puro,
foi o melhor método para a extragcdo dos compostos fenodlicos. Demonstrando que o
uso de solventes aquosos atribuem uma boa extragao para esses compostos, devido
a polaridade dos mesmos. Contrariamente, a menor concentragdo de compostos
fendlicos obtida (6,34 + 0,072 mg EAG/g) foi alcangada utilizando-se o solvente
metanol e a condicdo que empregava a ponteira ultrassénica (MePu).

Acharya et al. (2015) realizaram analise qualitativa de compostos quimicos a
partir do extrato metandlico de M. crassa e determinaram o teor de fendlicos em 3,31
+ 0.09 mg de equivalente de acido galico/g de extrato. Khatua et al. (2017; 2018)
utilizando como solvente extrator, metanol e etanol encontraram valores de 10.96 +

0.11 e 12.58 £ 0.57 mg EAG/g, respectivamente. O mais interessante, & que a melhor
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extracao neste trabalho, utilizando como solvente agua destilada, apresentou valores
proximos aos valores encontrados por esses autores. Os teores de compostos
fendlicos, foram determinados para outros géneros de cogumelos, segundo Reis et al.
(2012) extratos de A. bisporus, P. ostreatus, P. eryngii e L. edodes, apresentaram
valores de 23,34, 12,54, 7,14 e 8,84 mg EAG/g extrato, respectivamente.

A concentragdo de flavonoides (GRAFICO 2) também varia dependendo do
solvente extrator e o conteudo total de flavonoides ndo se correlaciona com a
concentragao fendlica. Assim, ActPu (2,91 £ 0,006 mg EAQ/g) apresenta o maior teor
e MeSk e EtSK apresentam o menor teor de flavonoides, 0,41 + 0,001 e 0,36+ 0,003
mg EAQ/g, respectivamente.

Acharya et al. (2015) determinaram os teores de flavonoides em extratos
metandlicos de M. crassa. A analise de flavonoides apresentou valores de 3,53+ 0,13
mg de equivalente de quercetina/g de extrato. Khatua et al. (2017; 2018) encontraram
valores de 5,12 + 1.51 e 10,95 respectivamente. Palacios et al. (2011) determinaram
valores baixos de falvonoides em Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Boletus
edulis, Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Calocybe gambosa e

Lactarius deliciosus em torno de 0,02 mg/g.

GRAFICO 2 - FLAVONOIDES PRESENTES NOS EXTRATOS
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extracéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:
extragdo com agitacao em Shaker, Fr: extragéo estatica a frio.
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Extracbes com solventes organicos polares tendem a recuperar maiores
valores de compostos fendlicos, visto que cada solvente tem sua especificidade que
podem alterar a transferéncia de elétrons e hidrogénios, das quais misturas aquosas
com acetona, por exemplo, podem apresentam maior eficiéncia de extracéo
(ROCKENBACH et al., 2008). Devido a essa diversidade e variagéo do rendimento de
extracdo de diferentes compostos, o desempenho dos solventes é avaliado com base
na atividade antioxidante total dos extratos e ndo na contribuicdo individual de
diferentes compostos. E importante considerar que diferentes métodos de extracio e
diferentes solventes irdo expressar resultados diferentes, considerando que a matriz
de extracao também é relevante, uma vez que o solo, as condicdes climaticas e
hidricas irdo afetar a capacidade do cogumelo produzir esses compostos. A
importancia de determinar os maiores teores de compostos fendlicos, dependera do
solvente ideal, bem como do método de extracdo (ANTOLOVICH et al., 2000).

4.7 COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS, DETECTADOS POR CLAE

Diversos estudos tém sido realizados com o intuito de identificar e isolar
compostos bioativos. Muitos fatores podem afetar a eficiéncia da solubilidade e
extracdo dos metabdlitos secundarios, por exemplo, tempo da extracdo, o tipo de
solvente, a temperatura e a proporgao de amostra utilizada (PENG et al., 2020). Dessa
forma, a escolha do solvente extrator € a chave para explorar essa area, pois tem
efeito direto na classe de compostos que sao extraidos.

Os resultados foram expressos em mg por grama de peso seco. No total 21
compostos de acidos fendlicos, foram analisados, sendo eles: acido fumarico, acido
galico, acido clorogénico, acido catequina, acido caféico, acido siringico, isoflavona,
rutina, acido p-cumarico, acido elagico, vanilina, acido ferulico, 3,5-dicafeoilquinico,
hesperidina, miricetina, propilgalato, quercetina, acido trans cinamico, kaempferol,
crisina e kaempferide foram analisados. A FIGURA 16 mostra o cromatograma dos

padroes analisados.
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA DOS PADROES DOS COMPOSTOS FENOLICOS ANALISADOS

600+

550

500

450 4

400

350

300

250

200

150

100

50

2gd

POR CLAE UV-Vis

12

11
3
1 4
14
A

-~
=co

16
-

17

18

19

|

20

21

20 40 6.0 8.0 100 12,0

FONTE: A autora (2022).

140

180

T
18,0

20,0

230

240

260

28,0

1
30,

Dentre os compostos bioativos presentes nos cogumelos, os fendlicos se

destacam. O numero de padrées de compostos fendlicos utilizados e tempos de

retencéo estao descritos na TABELA 12.
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TABELA 12 - PADROES DE COMPOSTOS FENOLICOS UTILIZADOS NA ANALISE POR CLAE UV-
Vis

Tempo de retengdo (minutos)

Ordem de eluigdo Composto
1 Acido fumarico 3,073
2 Acido galico 3,507
3 Acido clorogénico 6,340
4 Catequina 6,582
5 Acido cafeico 7,140
6 Acido siringico 8,549
7 Isoflavona 9,04
8 Rutina 10,224
9 Acido p-cumarico 10,632
10 Acido elagico 10,682
11 Vanilina 10,999
12 Acido ferulico 11,690
13 3,5-dicafeoilquinico 12,174
14 Hesperidina 12,790
15 Miricetina 14,049
16 Propilgalato 14,699
17 Quercetina 17,382
18 Acido trans cinamico 18,690
19 Kaempferol 20,540
20 Crisina 26,674
21 Kaempferide 27,734

FONTE: A autora (2022).

De acordo com os resultados obtidos, o maior teor de compostos fendlicos
totais foi nos extratos MeFr (0,9723 mg/g), ActBu (0,9704 mg/g), ActPu (0,9395 mg/g),
IsoBu (0,9097 mg/g) e ActFr (0,9083 mg/g), respectivamente. A FIGURA 17 mostra o

cromatograma desses extratos.
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS MeFr, ActBu, ActPu, IsoBu E ActFr
ANALISADOS POR CLAE UV-Vis
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FONTE: A autora (2022).

De todos os 21 padrdes analisados, apenas acido galico, acido clorogénico,

acido cafeico, acido p-cumarico, vanilina, acido ferulico, 3,5 dicafeoilquinico e

kaempferol foram detectados e quantificados nos diferentes extratos de MT31, e estao
sumarizados na TABELA 13.
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TABELA 13 - COMPOSIGCAO (mg/g de amostra) DOS ACIDOS FENOLICOS DOS EXTRATOS
ANALISADOS POR HPLC UV-Vis

Compostos
Acido Acido Acido Acido  Vanilina  Acido 3,5- Kaempe- Total
galico  clorogéni- cafeico p- ferdlico dicafe- ferol
co cumari- oilquinico
co
AgBu 0,0061 0,6744 0,0065 ND ND 0,0010  0,0008 0,0014 0,6838
Agpu 0,0156 0,6852 0,0522 ND ND 0,0010  0,0010 0,0010 0,7103
Agsk 0.0155 0,4775 0,0318 0,0002 0,0004 0,0009 0,0008 0,0008 0,5483
AgFr  0,0062 0,6419 0,0131 ND ND 0,0013  0,0008 0,0010 0,6830
IsoBuy 0,0100 0,8820 0,0144 ND ND 0,0007  0,0010 0,0028 0,9097
lsopu  0,0019 0,8215 0,0180 ND ND 0,0014  0,0011 0,0026 0,8428
Isosk  0,0057 0,6808 0,0180 ND 0,0009 0,0017  0,0008 0,0062 0,7141
sofr 0,0074 0,8570 0,0219 ND ND 0,0050  0,0010 0,0046 0,8930
ActBu 0,0126 0,9302 0,0249 ND ND 0,0011 0,0014 0,0031 0,9704
Actpu  0,0018 0,9078 0,0224 ND ND 0,0012  0,0013 0,0024 0,9395
Actsk  0,0098 0,6951 0,0382 ND 0,0007 0,0025  0,0033 0,0040 0,7380
ActFr  0,0093 0,8521 0,0060 ND ND 0,0012  0,0018 0,0056 0,9083
Etgy 0,0095 0,8280 0,0061 ND ND 0,0010  0,0008 0,0050 0,8502
Etpy 0,0034 0,8162 0,0058 ND ND 0,0010  0,0009 0,0036 0,8313
Etsk  0,0052 0,5711 0,0040 ND 0,0007 0,0012  0,0006 0,0072 0,5911
EtFr 0,0039 0,8005 0,0379 ND ND 0,0060  0,0010 0,0107 0,8206
MeBu 0,0067 0,7899 0,0352 ND ND ND 0,0010 0,0031 0,8387
MePu 0,0073 0,7750 0,1893 ND ND ND 0,0006 0,0032 0,8213
Mesk 0,0132 0,6986 0,1960 0,0002 0,0010 ND 0,0006 0,0033 0,9061
MeFr  0,0040 0,7677 0,0065 ND 0,0006 ND 0,0009 0,0032 0,9723

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Solvente extrator - Ag: agua destilada, Iso: isopropanol 25%, Act: acetona 25%, Et: etanol
25% e Me: metanol 25%. Método de extragéo - Bu: banho de ultrassom, Pu: ponteira ultrassbnica, Sk:

extracdo com agitacdo em Shaker, Fr: extragao estatica a frio. ND: Nao detectavel.
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Os compostos fendlicos, juntamente com outros compostos, atuam na
atividade antioxidante. No entanto, o grau de inibicdo ndo se correlaciona nem com a
quantidade de fendlicos totais nem com o conteudo de flavonoides, o que pode indicar
que cada composto fendlico ou um grupo deles deve possuir atividade antioxidante
diferente. Na natureza, os polifendis se encontram em uma classe difundida de
metabdlitos e, atualmente, existerm um numero crescente de publicagdes sobre a agao
de compostos fendlicos em diferentes espécies de cogumelos.

O acido galico € um trihidroxiacido benzdico, e estudos demonstraram que o
mesmo possui varias bioatividades, incluindo anticancer, anti-HIV, anti-inflamatério,
antimicrobiano e antifungico. Além disso, o acido galico € usado na pele e industria do
couro como agente quelante e conservante em alimentos e bebidas (FERNANDES et
al., 2016). O extrato AgPu (0,0156 mg/g) tem o maior teor de acido galico, enquanto
extrato ActPu (0,0018 mg/g) tem o menor teor de acido galico. Isso pode ser explicado
devido ao acido galico ser um composto com caracteristicas mais polares, dessa
forma a agua consegue ser mais eficiente que a acetona na extragdo, uma vez que a
mesma é mais polar.

O acido clorogénico tem sido amplamente estudado como nutracéutico para
o tratamento da sindrome metabdlica e disturbios associados, como diabetes,
obesidade, dislipidemia e hipertensdo, com alguns resultados positivos. Foi sugerido
que esse acido reduz o risco de desenvolver diabetes tipo 2 pela ativagcado da
adenosina monofosfato quinase (AMPK), na qual a AMPK atua como um interruptor
entre o gasto de ATP e a produgao de ATP. No entanto, a maioria dos estudos clinicos
utilizou o café como fonte de 3-CQA, o que limitou o alcance e a interpretacéo dos
resultados (SANTANA-GALVEZ et al., 2017; SANTOS E LIMA, 2016). O maior teor
de acido clorogénico foi encontrado em ActBu (0,9302 mg/g), enquanto o menor teor
foi em AgSk (0,4775 mg/qg).

Sabe-se que o acido cafeico possui atividades antioxidantes e antimicrobianas
in vivo, que protege contra a aterosclerose e doencas cardiovasculares. Além disso,
o acido cafeico é usado como agente fotoprotetor (MAGNANI et al., 2014). O teor de
acido cafeico foi quantificado em todos os extratos e variou de 0,0040 mg/g a 0,1960
mg/g.

O &cido p-cumarico é conhecido por exibir uma gama de bioatividades,

incluindo antioxidante, anti-inflamatdria, antimutagénica, anti-ulcera, antiplaquetaria e
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anticancerigena, sendo encontrado na forma livre ou ligada (PEI et al., 2016). O teor
de acido p-cumarico foi de 0,002 mg/g encontrado apenas nos extratos AgSk e MeSk.

A vanilina é utilizada como esséncia na industria alimenticia e possui
atividades antimicrobiana, anticancerigena e antioxidante (ASHRAF et al., 2015) As
quantidades mais baixas e mais altas de vanilina foram encontradas na faixa de
0,0004 a 0,0010 mg/g. Esses valores foram quantificados em AgSk e MeSk,
respectivamente.

Estudos indicaram que o acido ferulico possui atividades anti-ateroscleréticas
e antioxidantes. Além de suas propriedades bioldgicas, ele possui propriedades
protetoras contra a doenca de Alzheimer, doencgas inflamatérias, diabetes e
hipertensédo (ZHAO et al., 2008). Os teores de acido ferulico dos extratos variaram de
0,0009 a 0,0060 mg/g. O mais baixo e o mais alto nivel de acido ferulico foi observado
em AgSk e EtFr, respectivamente.

Em humanos, o 3,5-dicafeoilquinico ttm uma ampla gama de beneficios
potenciais com aplicagdes terapéuticas. Foi relatado que esse composto exibe
propriedades neuroprotetoras em células MC65 e SH-SY5Y. Isso foi associado ao
aumento da expressao de Nrf2 e seus genes-alvo. O 3,5-dicafeoilquinico também
aumentou a respiragdo mitocondrial e a expressao de genes mitocondriais que
codificam enzimas na cadeia de transporte de elétrons, além de apresentar melhora
nos déficits de aprendizado e memdéria no modelo de envelhecimento do camundongo
SAMP8 (GRAY et al., 2015; SASAKI et al., 2015). As quantidades mais baixas e mais
altas de 3,5-dicafeoilquinico foram encontradas na faixa de 0,0006 a 0,0033 mg/g.
Sendo o extrato ActSk apresentando o maior valor.

O kaempferol possui bioatividade promissora, sendo que pode reduzir a
oxidacao lipidica e tem a capacidade de prevenir e proteger danos a estrutura celular
(BANGAR et al., 2022). O teor de kaempferol foi detectado para todos os extratos,
variando de 0,008 a 0,0107mg/g.

Para espécies do género Macrocybe, foram encontrados, quatro estudos
realizados pelos mesmos autores, empregando a técnica de cromatografia liquida.
Khatua et al. (2014) detectaram quatro compostos no extrato etandlico de M. crassa,
sendo eles o acido vanilico (0,41 mg/g), acido p-cumarico(0,04 mg/g), acido cindmico
(0,16 mg/qg) e pirogalol (0,68 mg/g). Acharya et al. (2015) utilizando extrato metandlico
de M. crassa tragcaram o perfil cromatografico, porém ndo apresentaram a

identificacdo desses picos. Khatua et al. (2017) a partir de extrato metandlico de M.
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lobayensis identificaram e quantificaram acido p-hidroxibenzoico (0,04 mg/g), acido p-
cumarico (0,06 mg/g), acido salicilico (0,26 mg/g), acido cindmico (0,19 mg/g) e
pirogalol (8,04 mg/g), entre eles, o pirogalol foi apontado como constituinte majoritario
e apresentado aproximadamente oito vezes superior ao acido salicilico, o segundo
composto mais abundante. Khatua et al. (2018) também avaliou os compostos
presentes no extrato etandlico de M. lobayensis e encontraram pirogalol (4,72 mg/g),
acido cinamico (0,25 mg/g), acido p-cumarico (0,08 mg/g) e acido p-hidroxibenzdico
(0,06 mg/qg).

5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em conclusdo, esse trabalho permitiu verificar que os diferentes extratos
obtidos do basidioma de M. titans apresentam atividade antimicrobiana acentuada e
caracteristicas antioxidantes consideraveis. Este potencial bioativo pode ser atribuido
a diferentes classes de compostos quimicos presentes nos diferentes extratos, ou as
interagdes entre os diferentes compostos. Investigagcdes adicionais s&o necessarias
para avaliar e confirmar as atividades antimicrobianas dos extratos contra uma gama
maior de microrganismos patogénicos, assim como, para se atribuir um determinado
efeito a uma molécula ou grupo de moléculas especificas. Para essa finalidade, é
necessaria a purificagdo gradual de cada um dos extratos e testes bioldégicos com as
diferentes fragdes obtidas.

A proposta inicial deste trabalho foi o estudo dos PAMs, através de analises
protedmicas (por SDS-PAGE) e de transcricdo génica (por RT-gPCR), mas os
resultados apresentados ainda sao preliminares. No entanto, ambas as metodologias
foram consideradas essenciais para a continuacao de analises futuras. Pretende-se,
posteriormente, otimizar o desenho e a temperatura de anelamento dos primers
utilizados nesse trabalho para a técnica de RT-gPCR. Quanto as fracdes de proteinas
extraidas, pretende-se realizar analise por eletroforese bidimensional, para se
determinar o pl e massa molecular das proteinas, para extratos proteicos obtidos de
micélios de M. titans apds desafio microbiano, além da separacdo de proteinas
menores (peptideos), utilizando colunas de cut-off de massa molecular. Apos essas
analises, pretende-se realizar a espectrometria de massas, para a verificagao do perfil

de proteinas/peptideos diferentemente expressos.
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APENDICE 2 - RESULTADOS DO TESTE CIM EM DUPLICATA UTILIZANDO L.
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APENDICE 3 — RESULTADOS DO TESTE CIM EM DUPLICATA UTILIZANDO K.
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APENDICE 4 — RESULTADOS DO TESTE CIM EM DUPLICATA UTILIZANDO E.
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APENDICE 5 - RESULTADOS DO TESTE CIM EM DUPLICATA UTILIZANDO P.

aeruginosa

Concentracdo mg/mlL Concentragdo mg/mL
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