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RESUMO

Peptideos bioativos (PB) sdo pequenos fragmentos de proteina com sequéncias
especificas de aminoacidos, responsaveis por algum beneficio ao organismo humano,
por meio de atividade hipotensiva, antioxidante, antiviral, antimicrobiana,
antidiabética, antitumoral, neuro protetora, opioide ou outras. Alguns apresentam
multifungcbes em uma mesma sequéncia. Macrofungos (cogumelos) sdo um grupo
diversificado de organismos que representam uma importante fonte de compostos
nutricionais e medicinais. PB derivados de macrofungos sdo uma classe destes
compostos ainda pouco estudados, principalmente com relacdo aos derivados do
micélio. O objetivo deste trabalho foi obter PB de cepas de macrofungos e quantificar
suas atividades bioldgicas antioxidante, antimicrobiana e anti-hipertensiva. Cepas de
macrofungos foram cultivados por fermentagdo submersa com agitacao orbital,
estacionaria ou mista. A biomassa produzida foi filtrada, lavada com agua deionizada
e liofilizada. A extracdo proteica foi por ultrassonicacdo seguida de precipitacéo
isoelétrica, ou por extracao aquosa direta da biomassa seca. A separacao das fracdes
peptidicas foi por ultrafiltracdo tangencial com limite de massa molecular nas faixas
<3, 3-5, 5-10, e >10 kDa. A hidrdlise enzimatica das fracdes >10 kDa, livres de
peptideos enddgenos, foi realizada com Protolicheterm — 145, uma serinoprotease
alcalina derivada de Bacillus licheniformis. As fragdes peptidicas resultantes da
ultrafiltracao e da hidrélise foram analisadas quanto a sua concentragao proteica em
pMg/mL e conservadas a -80 °C. As bioatividades testadas foram: (1) antioxidante por
% de limpeza do radical DPPH, (2) inibicdo crescimento de microrganismos
patogenos, e (3), inibicdo da enzima conversora da angiotensina (ACE). A biomassa
final (Xf) das cepas variou entre 1,21-12,53 g L' (peso seco), com composigao
proteica (Kjeldahl) entre 3,41-25,51%, de 25 cepas analisadas, em base seca. Os
maiores valores de biomassa e % proteina foram para a cepa F1, um novo isolado
selvagem de Pleurotus pulmonarius, apos 7 dias de incubagio (12,53 g L' e 25,51%,
respectivamente). A correlagao entre as variaveis Xf e composi¢ao proteica (%) foi
nula (R? = 0,0005). O rendimento proteico (Yp/x) variou entre cepas da mesma
espécie. A hidrolise enzimatica foi realizada em 21 dessas cepas. O grau de hidrélise
variou entre 41,77 e 100 %. Das 54 fragcbes peptidicas testadas para inibigdo de ACE:
3 mostraram inibicao entre 93-90 %; 15 entre 85-80%; 12 entre 79-70%; 4 entre 65-
62%, 1 de 47,87%, 1 de 31,97% e 1 de 27,21% (total de 33 amostras com atividade
inibitoria). O potencial de limpeza de DPPH foi entre 25,13 e 83,78% para 35 fracdes;
nenhuma das fragbes testadas demonstrou atividade antimicrobiana. As fracbes mais
proeminentes em bioatividade foram liofilizadas para purificagdo em cromatografia e
sequenciamento em MALDI-TOF/MS. Este trabalho demonstra a importancia do
estudo de PB em macrofungos.

Palavras-chave: 1. Macrofungos. 2. Peptideos bioativos. 3. Fermentagao submersa.
6. Antioxidantes 7. Hipotensivos.



ABSTRACT

Bioactive peptides (BP) are small protein fragments with specific amino acid
sequences responsible for some benefit to the human body, through hypotensive,
antioxidant, antiviral, antimicrobial, antidiabetic, antitumor, neuroprotective, opioid, or
other activities. Some BP present multifunctions in the same sequence. Macrofungi
(mushrooms) are a diverse group of organisms that represent an important source of
nutritional and medicinal compounds. BPs derived from macrofungi are a class of
these compounds that have been scarcely studied, especially with respect to those
derived from the mycelium. The objective of this work was to obtain BP from
macrofungal strains and quantify their antioxidant, antimicrobial and antihypertensive
biological activities. Macrofungal strains were cultivated by submerged fermentation
with orbital, stationary or mixed shaking. The produced biomass was filtered, washed
with deionized water, and lyophilized, and protein extraction was performed by
ultrasonication followed by isoelectric precipitation, or by direct aqueous extraction
from the dried biomass. Separation of the peptide fractions was by tangential
ultrafiltration with molecular mass limit in the ranges <3, 3-5, 5-10, and >10 kDa.
Enzymatic hydrolysis of the >10 kDa fractions, free of endogenous peptides, was
performed with Protolicheterm - 145, an alkaline serinoprotease derived from Bacillus
licheniformis. The peptide fractions resulting from ultrafiltration and hydrolysis were
analyzed for their protein concentration in pg/mL and preserved at -80 °C. The
bioactivities tested were: (1) antioxidant by % DPPH radical scavenging, (2) growth
inhibition for pathogenic microorganisms; (3) angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibition. The final biomass (Xf) of the strains ranged from 1.21-12.53 g L (dry
weight), with protein composition (Kjeldahl) between 3.41-25.51%, of 25 strains
analyzed, on dry basis. The highest biomass and protein values were for strain F1, a
new wild isolate of Pleurotus pulmonarius, after 7 days of incubation (12.53 g L' and
25.51%, respectively). The correlation between variables Xf and protein composition
(%) was null (R? =0.0005). The protein yield (Yp/x) varied between strains of the same
species. Enzymatic hydrolysis was performed on 21 of these strains. The degree of
hydrolysis ranged from 41.77 to 100 %. Of the 54 peptide fractions tested for ACE
inhibition: 3 showed inhibition between 93-90 %; 15 between 85-80%; 12 between 79-
70%; 4 between 65-62%, 1 of 47.87%, 1 of 31.97% and 1 of 27.21% (total 33 samples
with inhibitory activity). The DPPH scavenging potential was between 25.13 and
83.78% for 35 fractions; none of the fractions tested demonstrated antimicrobial
activity. The fractions most prominent in bioactivity were freeze-dried for
chromatography purification and MALDI-TOF/MS sequencing. This work
demonstrates the importance of studying PB in macrofungi.

Keywords: 1. Macrofungi. 2. Bioactive peptides. 3. Submerged fermentation. 4.
Antioxidants. 4. Hypotensives.
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MEA — Malt Extract Agar



MH — Mueller-Hinton (meio)

MHA — Mueller-Hinton Agar

MHB - Mueller-Hinton Broth

MIC — Minimal inhibitory concentration

MRSA- Methicilin Resistant Staphylococcus aureus

NFkB — Nuclear Factor Kappa Beta

NGF — Nerve Growth Factor

NO — Oxido Nitrico

PAM — Peptideos Antimicrobianos

PB - Peptideos Bioativos

PBM - Peptideos Bioativos Derivados de Macrofungos

RAAS — Renin Angiotensin Aldosterone System

ROS — Reactive oxigen species

SARS-CoV - Severe Acute Respiratory Sindrome — Corona Virus
SDS-PAGE — Sodium Dodecil Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
SmF — Submerged Fermentation (Fermentagdo Submersa)

SSF — Solid State Fermentation (Fermentagao no Estado Sdélido)
TNF — Tumor Necrosis Factor

TNFa — Tumor Necrosis Factor alpha

UFC — unidade formadora de colbnia
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LISTA DE SiMBOLOS

°C - temperatura em graus Celsius

© - copyright marca registrada

Umax — taxa maxima especifica de crescimento (h-! ou d')

Mg — micrograma

mg — miligrama

g — grama

kg - kilograma

h — hora

d —dia

min — minutos

s — segundos

kDa - kilo-daltons = 1000 daltons: Da, unidade de massa atbmica, equivalente a 1/12
do atomo de carbono no estado fundamental, ou 1 Da = 1,660539066(60) x 10-?"g
rpm — rotagdes por minuto

L — litro

mL — mililitro: L*10-3

uL — microlitro: L*10-6

m — metro

mm — milimetro: m*10-3

pum — micrometro: m*10-6

nm — nandmetro: m*10°

mol — massa molecular de uma substancia expressa em molécula-grama (nmol; pmol)
= 6,02214076 x 1023 entidades = 1 mol

M — molaridade, ou concentragdo molar = mol*L-!, ou simplesmente molar

pH — potencial hidrogenibnico: -log[H"]

T — Temperatura, normalmente em °C

Xt — concentragao final de biomassa em g/L

Yp — rendimento proteico em mg/g

W — watt, unidade de poténcia, equivale a (1kg*m?) *s-3
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1 INTRODUGAO

O Brasil, quinto maior pais em territorio, tem se destacado nas ultimas
décadas como um dos maiores produtores agricolas, principalmente agora na
supersafra de 2020, como maior produtor mundial de soja. Uma pujanca que
caracteriza a economia secular do nosso pais como grande exportador de produtos
primarios, ou das chamadas comodities. Mas nao ha glérias nessa questao, uma vez
que o pais ainda € extremamente dependente de produtos de alto valor agregado,
sobretudo na area de biotecnologia, onde a maioria dos insumos, ndo apenas neste
campo da industria, mas inclusive, ainda precisa ser importado. Paradoxalmente,
grande parte do sucesso no agronegdécio hoje é resultado direto do esforgo de
pesquisa em biotecnologia produzida aqui mesmo no pais, principalmente nas
instituigdes publicas.

A biologia das células eucarioticas tem melhorado a compreensao de muitos
de seus detalhes nas ultimas décadas. Os avangos na Bioquimica, Genética, Biologia
Celular e Molecular tém possibilitado conhecer a fungao, estrutura e sequéncias de
macromoléculas bioldgicas, levando a novos campos do conhecimento denominados
“6micas”. Desta forma, proteinas, carboidratos e &acidos nucléicos foram
sequenciados e estudados com base em suas propriedades, estrutura, fungao e
papéis no contexto do metabolismo e da biologia celular.

Atencéo especial tem sido dada ao reino dos fungos, uma vez que eles
contam com importantes aplicagbes econdmicas e biotecnoldgicas para a sociedade
humana, notadamente desde o inicio do século XIX. Os sete filos reconhecidos deste
reino eucariotico apresentam uma enorme diversidade metabdlica, genética,
morfoldgica e ecoldgica, com uma taxonomia de alta complexidade. Macrofungos sé&o

uma classificagao artificial para as espécies pertencentes ao sub-reino (ou superfilo)

" Omicas: sdo um novo campo do conhecimento, onde sdo estudadas as sequencias de moléculas da
vida, como por exemplo, a gendmica, que estuda o sequenciamento das bases nitrogenadas do DNA,
a transcriptémica, que estuda o sequenciamento das bases dos RNAs transcritos a partir deste DNA,
a protedmica, que estuda as sequencias de aminoacidos das proteinas traduzidas dos mRNAs. Se
estende assim por diante, como p. ex., a metaboldmica (proteinas exclusivas do metabolismo),
secretdmica (proteinas e biopolimeros extracelulares), peptiddmica, dentre outras, que se traduz na
forma, dindmica, estrutura e fungéo dos seres vivos (fonte: o autor).
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Dykaria, que compreende os fungos perfeitos, ou também chamados fungos
superiores.

Estes organismos sao considerados fabricas celulares de compostos
bioativos desde a antiguidade, e sao utilizados na medicina tradicional com diversas
aplicagées que vao muito além da gastronomia. Dentre estes compostos, os mais
estudados sdo os polissacarideos, que demonstram variada bioatividade, desde
imunomodulagéao, atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana.

Dentre os compostos bioativos produzidos pelos fungos existem basicamente
duas classes principais, os compostos de alto peso molecular e de os de baixo peso
molecular. Nesta ultima classe se destacam os compostos fendlicos, que atuam como
inibidores de radicais livres, decompositores de peroxidos, quelantes de metais e na
limpeza de espécies reativas de oxigénio derivados do metabolismo normal. Também
incluem alguns pigmentos responsaveis pela coloracdo dos tecidos fungicos ou
compostos volateis capazes de inibicdo ou estimulacdo de outros organismos,
competidores ou ndo, produzidos pela interagao entre as espécies.

Nos compostos de alto peso molecular se destacam os polissacarideos, as
proteinas e os acidos nucleicos. Ha ainda a ligacao entre estes polimeros formando
complexos polissacaro-proteicos, ou os nucleotideos modificados e as interagbes
destes com os lipideos. Tais compostos podem ter entre centenas até milhares de
subunidades funcionais.

Os peptideos bioativos (PB) sdo uma classe dentre estes compostos,
constituidos normalmente entre 2 e 20 aminoacidos, com peso molecular geralmente
inferior a 10kDa. A base de dados BIOPEP aponta 45 atividades biolégicas atribuidas
aos PB, obtidos a partir de diversas origens, que incluem principalmente o leite, a
carne e as plantas. Estas atividades estdo concentradas em 4 principais grandes
grupos?, onde os estudos mais se consolidaram, com as demais atividades reunidas
em uma categoria unica, que sera mais comentada adiante.

Apesar do interesse recente nos PB, o estudo destas moléculas fundamentais
teve inicio em 1900, com estudos sobre os derivados da caseina. A sua ingestao levou
a melhores resultados na calcificagdo 6ssea de criancas que sofriam de raquitismo.

Os macrofungos ainda participam de maneira timida nesta contribui¢cao, fato que nos

2 Quatro principais atividades atribuidas aos PB, por ordem de numero de estudos: (1) Anti-hipertensiva,
(2) Antioxidante, (3) Antimicrobiana e (4) Antidiabética. (5) outras categorias: diversas atividades
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motiva o presente empreendimento, principalmente pelo fato de estarmos
investigando espécies inéditas na literatura para esse campo do conhecimento.
1.1 JUSTIFICATIVA

O cenario inusitado e caodtico de 2020 nos mostrou na pratica a extrema
necessidade da pesquisa cientifica aplicada para descoberta de novos compostos
com propriedades medicinais e farmacoldgicas. As doengas emergentes se
mostraram uma dura realidade ndao apenas para a saude e a vida das pessoas, mas
também como uma ameaca a economia de todos os paises, com sérias restricoes
impostas a sociedade, causando desemprego em massa e outros impactos que ainda
serao sentidos em médio e longo prazo.

Desta forma, uma pesquisa de bioprospec¢ao nao apenas € necessaria como
urgente. A descoberta de novos compostos com multiplas atividades biolégicas deve
ser prioridade para contencdo de virus ou outros organismos patogénicos
multirresistentes, assim como fatores para tratamento preventivo ou profilatico nao
apenas para esta doengas, mas também as morbidades crénicas ou negligenciadas,
de modo a dar suporte aos pacientes em tratamento, diminuindo assim, os severos
impactos de situagbes semelhantes ao caso da pandemia mundial causada pelo
SARS-Cov-2, tanto no presente, como em novos surgimentos eventuais.

De acordo com a base de dados ourworldindata™, a principal causa de morte
no mundo ainda eram as doencgas cardiovasculares (DCV) (1990-2017, figura 1), que
causam um prejuizo imenso por atingirem a faixa etaria populacional que esta
normalmente no auge da sua produtividade (14-49 anos). Estas doencgas estao muitas
vezes associadas ao consumo excessivo de sal, amidos e gorduras saturadas, além
de habitos danosos, como sedentarismo, tabagismo e alcool, fatores genéticos ou
comorbidades, como diabetes, colesterol alto e obesidade.

Estas doencas (DCV) sdo de um espectro amplo de morbidades, que
culminam geralmente na morte por faléncia do coragao, dos rins ou por acidentes
vasculares. A hipertens&o, ou pressao sanguinea elevada, € uma morbidade crbnica
e relacionada com diversas destas e outras doencas, incluindo a osteoartrite (CHING,
K. et al., 2021). O sistema enzimatico (ACE) de conversao da angiotensina | para sua
forma ativa e hipertensiva, angiotensina Il, tem sido o principal alvo para investigagcao

de tratamentos mais eficazes. Sera detalhado mais a fundo na secéo 2.8.
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Outro aspecto interessante para direcionar as triagens na bioprospecgéo séo
os efeitos antioxidantes, que estdo correlacionados muitas vezes com propriedades
antivirais, antimicrobianas, anti-inflamatérias, anti-hipertensivas e antitumorais
(SALINAS y GOMEZ, 2017; BACH, F. et al., 2019; CHUNG, D. J. et al., 2017;
TOYOKUNI, S., 2016). Neste sentido, este trabalho pode servir de base para busca
de novos compostos com propriedades anti-hipertensivas, anti-inflamatérias e
antivirais, inclusive para contencao da COVID-19, tdo importantes neste momento da
histéria (CHATUVERDI, V. K. et al, 2018), pois compostos com afinidades pelos
receptores ACE e ACE2 podem exibir propriedades bloqueadoras da entrada deste
virus (mais detalhes na secgao 2.7).

FIGURA 1 — CAUSAS DE MORTE NO MUNDO 15-49 ANOS (1990-2017)

Causes of deaths for 15 to 49 vear olds, World. 1990 to 2017
Annual number of deaths - by cause - for people aged 15 to 47 years old.
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Principais causas de morte no mundo (1990-2017), faixa etaria mais produtiva da

sociedade (14-49 anos): as doengas cardiovasculares como causa mais
proeminente, acima dos canceres, acidentes de transito, HIV, doencgas digestivas,
tuberculose, homicidios, doencgas respiratérias inferiores, diabetes mellitus e

hepatites.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é a bioprospeccédo de compostos bioativos,
mais especificamente peptideos (PB), produzidos por macromicetos cultivados em

fermentacdo submersa (SmF).
1.2.2 Objetivos especificos

a) lsolar cepas de macrofungos selvagens ou comercialmente cultivados; ‘

b) Testar a sua estabilidade em cultivo artificial e preservagéo prolongada em
uma colecéao sistematizada em biorrepositorio; ‘

c) Realizar depdsitos destes isolados em outras colegdes de microrganismos
como forma de back up para conservagao e utilizacdo destas cepas para
continuidade deste trabalho e em outros projetos de pesquisa. @

d) Testar a capacidade de amplificagdo da biomassa das cepas em meio de
cultivo submerso (liquido), com agitagao orbital, estacionario ou misto. ‘

e) lsolar o conteudo proteico das células produzidas e mensurar o rendimento
de proteina e de peptideos enddgenos resultantes da fermentagéo
submersa.

f) Realizar hidrolise enzimatica deste conteudo proteico como forma de obter
novos peptideos.

g) Realizar a separagao por ultrafiltracao tangencial com limiar molecular das
fragdes peptidicas em faixas de <3, 3-5, 5-10 e >10 kDa. @

h) Utilizar as fragcées peptidicas resultantes para testes preliminares de
potencial de atividade bioldgica in vitro, tais como atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-hipertensiva. @

i) Caso algumas fracbes peptidicas apresentem atividade biologica
proeminente, realizar a purificacao, identificagao, caracterizacao parcial
sequenciamento dos possiveis peptideos candidatos a novos alimentos

funcionais ou medicamentos.
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Legenda dos icones para indice de progresso: (1) @ nao realizado, mas com
possibilidade, (2)‘rea|izado com sucesso parcial, com possibilidade de continuidade
ou otimizacao, (3) @ realizado com sucesso, com possibilidade de replicagao e

otimizacao, (4) ‘ resultado consolidado e publicado.

1.3 METODOLOGIA DA PESQUISA

Este € um trabalho de pesquisa, que se define como um procedimento
racional e sistematico, que tem por objetivo alcangar respostas para os problemas
propostos, com uso do método cientifico, que € um conjunto de etapas e processos
que devem ser alcangados ordenadamente, na investigagao dos fatos e na busca pela

verdade.

“Para o espirito cientifico qualquer conhecimento € uma resposta a uma
pergunta. Se ndo tem pergunta, ndo pode ter conhecimento cientifico.”
(JAPIASSU, 1999, P. 84).

Para isso, este trabalho envolve a pesquisa exploratéria, que €& a
familiarizagao com o fendmeno a se aprofundar, seguida da pesquisa descritiva, que
serve para explorarmos os conteudos observados com profundidade. Nesta etapa, o
tipo de pesquisa foi bibliografico e experimental. Bibliografia a partir das fontes de
informacé&o da literatura especializada, sobretudo nas bases de dados Sciencedirect,
Web of Science, Pubmed, Google scholar, NCBI, ProQuest One Academic, além
de outros suportes como Mendeley, Scopus, EndNote, Academia.edu e
Researchgate. Para a busca de patentes foram utilizadas as plataformas Derwent
Innovation Index, The Lens, Google Patents, INPI, dentre outras. Na analise in silico
foram utilizadas varias plataformas, dentre elas a Integrity Drugs Discovery
(Cortelis), Reaxys (Elsevier), BIOPEP, Galaxy, etc. A parte experimental consiste
de coletas de amostras na natureza para isolamento e analise no laboratorio.

Assim, o conhecimento gerado por este esforco pretende ser um
conhecimento factual (real), sistematizado, que possa ser reproduzido por outros
pares e que seja passivel de verificagdo, na qual as hipéteses podem ser testadas.

Constitui-se, portanto, de um conhecimento falivel, no sentido em que

constantemente novas descobertas podem vir de encontro aos modelos adotados



neste empreendimento, o que pode tornar este conhecimento renovado

modificado, ou ainda, obsoleto.

FIGURA 2 - DIVERSIDADE DE MACROFUNGOS E A BIOTECNOLOGIA
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ou

FONTE: O autor (2021). — A realidade complexa da natureza sistematizada com a

pesquisa
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2. REVISAO DE LITERATURA

O objetivo desta secéo é verificar o atual estado da arte e da ciéncia envolvida

na pesquisa e producgao biotecnoldgica dos organismos alvo deste trabalho.

2.1. BIOLOGIA E DIVERSIDADE DOS MACROFUNGOS

Os macrofungos sdo um grupo artificial do reino Fungi (Eukaryota:
Opistokonta). Comporta aqueles fungos capazes de produzir érgaos reprodutivos
conspicuos, tanto epigeos quanto hipégeos, ou seja, na superficie ou subsuperficie
do solo, distinguiveis a olho nu e que podem ser manipulados com as maos (CHANG
& MILES, 1992). Inclui espécies classificadas nos filos Ascomycota e Basidiomycota,
formando o sub-reino Dykaria. Mais de 95% das espécies deste grupo, assim como
nos demais 4-5 filos do reino, sdo microfungos (MULLER, G. M., BILLS, G. F. e
FOSTER, M., 2004).

Macrofungos compreendem o grupo de organismos capaz de formar 6rgaos
multicelulares macroscopicos onde ocorre a reprodugéo sexuada: os cogumelos®. Sdo
um grupo diversificado, com taxonomia dificil e ampla diversidade ecoldgica e
metabdlica. Produzem as formas classicas pileadas-estiptadas mais conhecidas, os
chapéus “agaricoides” (Agaricaceae); também desenvolvem as “orelhas de
pau”(Auriculariales e Polyporales), os fungos coraloides (e.g.: Ramaria spp.),
gelatinosos (e.g.: Tremella spp.), ninhos de passarinho (e.g.: Cyathus spp.), ou outras
formas exéticas como Clathrus spp., os dedos de defunto do género Xilaria
(Ascomycota), as estrelas-da-terra e as batatas de po6 (Geastrum spp., Scleroderma
spp. ou Lycoperdon spp.), as saias falicas Phallus spp., € as morelas e as trufas
(hipogeos) (Ascomycota). Estes sdo apenas alguns exemplos de membros desses
dois filos, Basidiomycota e Ascomycota (Eukaryota: Opisthokonta: Fungi: Eumycota:
Dykaria). O restante das espécies neste reino sdo microfungos incapazes de produzir
tais 6rgaos sexuais macroscoépicos diferenciados. O cogumelo é o érgao reprodutor
conspicuo onde ocorre a relagdo sexual, ou recombinagcdo genética por meiose,

normalmente entre dois nucleos haploides diferentes e compativeis, gerando, na

3 Cogumelos possuem varios sindbnimos para este termo, tais como corpo de frutificagcdo, carpéforo,
espordéforo, esporocarpo, etc. com os mais recomendados atualmente para basidioma e/ou ascoma.
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maioria dos casos, uma prole de nucleos haploides recombinantes, com variacdes de
ciclos de vida entre as espécies. Este aspecto reprodutivo dos macrofungos é
totalmente relevante do ponto de vista de que podemos reconhecer diferentes
linhagens e individuos, que sera discutido com detalhes adiante. Esses grupos de
organismos exercem um papel importante na decomposi¢cdo da matéria organica em
solos, reciclando carbono e nutrientes. Alguns deles podem formar relagbes
simbidticas especiais com as plantas, ou mesmo ataca-las e parasita-las. Podem
assumir a forma de parasitas em tecidos animais, ou se comportar semelhantes a
predadores de outros fungos, bactérias ou animais, neste ultimo caso, equipados com
anéis de captura ou iscas sensiveis, comumente encontrados em fungos
nematofagos. O micélio dos fungos se desenvolve a partir da germinacéo de esporos,
tanto sexuais quanto assexuais, ou por fragmentagdo das células mae do proprio
micélio, que infestam a superficie do substrato, penetrando e envolvendo a matéria
organica morta, no caso dos saprofagos, ou formando associagdes simbidticas com
células vivas, como os liquens e associacdes micorrizicas e endofiticas, ou ainda,
parasitando e predando outros organismos e tecidos vivos, tanto de plantas, outros
fungos ou animais, com especial mencao para os fungos entomopatogénicos, no
complexo de espécies de Ophiocordyceps.

A sistematica e evolugado deste grupo tem permanecido incognita até anos
recentes, quando o advento das novas tecnologias de sequenciamento do DNA ou a
geracgéao de codigos de barra para identificagdo a partir da regido ITS ou outras, o que
elucidou muito das relagdes e distingbes entre as espécies e os complexos de
espécies. Uma recente publicacédo (VARGA et al., 2019), estabeleceu uma relagéo
mais ordenada entre Basidiomycota, gerando uma arvore filogenética ampla e
elucidativa sobre as relagdes entre os principais grupos classificados nesta subdiviséo
(ANEXO 1). Encontrou-se uma grande correlagdo entre a irradiagdo explosiva dos
clados de cogumelos com a diversificagdo de Gimnospermas e Angiospermas no
periodo Jurassico. Outra descoberta recente e relevante foi o achado do féssil de
macromiceto mais antigo do planeta (HEADS et al.,2017) na formagao Crato, bacia
do Araripe, no estado do Ceara: um espécime preservado (figura 3) de um fruto
agaricoide, pileado-estipitado, denominado Gondwanagaricites magnificus, com
datacdo estimada em cerca de 120 milhdes de anos, de quando América e Africa

ainda eram um unico continente (Gondwana).
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FIGURA 3. Cogumelo féssil mais antigo
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A estimativa do numero total de espécies deste reino tem variado
pronunciadamente ao longo das décadas. Ainda no inicio do século XIX, o micologo
pioneiro Elias Fries predisse que este grupo estaria dentre os organismos mais
diversos dentre as plantas, equivalente aos insetos do reino animal. N&o obstante que
os fungos n&o pertencem ao reino vegetal, mas sim, muito mais préximos dos animais,
quase 200 anos depois desta hipétese a estimativa para o numero de espécies deste
grupo flutuou de 1,5 milhdes de espécies nos 1990 para vertiginosos 10 milhdes
(LOCEY, 2016; HEALEWATERS, D. et al., 2020) até a década passada, haja visto o
assombroso numero de novas espécies descritas a cada ano em todos os grupos, o
que ainda pode representar apenas uma pequena fragdo do total existente. Os
macrofungos estdo entre os tipos mais estudados dentre os fungos. Mesmo assim
esta longe de ser saturado, pois apenas 6 espécies tém sido mais intensivamente
estudadas. As estimativas conservadoras para o numero de macrofungos estao entre
30.000 e 264.000 espécies (KIRK, P.M. et al. 2008), mas o numero de espécies
descritas ainda se encontra em curva exponencial nos 10 ultimos anos (CANNON, P.
et al., 2018). A ultima lista de espécies fungicas para o Brasil foi publicada em 2015
(MAIA et al., 2015), e consta de 5.719 espécies, divididas em 1.246 géneros, 102
ordens e 13 filos (6 destes filos ndo sédo fungos verdadeiros) até aquele momento. O
trabalho de MENOLI JR., N & SANCHEZ-GARCIA, M., 2020, fez uso da taxonomia
molecular de marcadores de DNA das regides ITS, SSU, LSU, tefi-a, B-tubulina, rpb1,
actina, quitina sintase e ATP6 disponiveis no GeneBank. Baseando-se em
marcadores exclusivos como indicadores de origem para as amostras como sendo
brasileiras, as sequencias geradas mostraram uma distribuicdo de 70% para
Ascomycota, 18,1% para Basidiomycota, 10% nao identificado, e 1% para o restante.
De acordo com ANDRE A. R. DE MEIJER, (comunicagdo pessoal), que publicou uma
lista preliminar de cerca de 1200 espécies de macrofungos para o estado do Parana
em 2006 (MEIJER, 2006), corrigida e suplementada em 2010 (MEIJER, 2010), a
estimativa para nosso estado esta entre 7 e 10 mil espécies, com cerca de 2.000 que
podem ser descritas nos proximos anos, haja visto o aumento de trabalhos de
sistematica voltados para este grupo.

O estado do Parana foi naturalmente dotado de um dos mais ricos hotspots
de biodiversidade do mundo (REAKA-KUDLA, M. L. et al., 1997) mas, infelizmente,

nossa histéria recente o negligenciou e, como sabiamente preveniu o geologo
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Reinhardt Maack, em seu classico Geografia Fisica do Estado do Parana, hoje

destruimos quase 98% de nossas ricas paisagens originais:

“Em pouco tempo as regides de florestas primitivas estardo totalmente
destruidas no estado do Parana. As dUltimas reservas de florestas virgens
podem durar até uma geracao. O destino da floresta ja esta tragado, pois o
estado néo criou as reservas naturais necessarias em tempo habil. Apos o seu
desaparecimento, a ciéncia pouco sabera sobre as plantas que caracterizam
com suas sutilezas o macro e microclima de uma regido. Talvez as encostas
da Serra do Mar e suas respectivas regiées altas ainda exibam vegetagdo por
um periodo mais longo; mas a floresta das terras altas do interior dentro de
algumas décadas dara lugar a plantagbes, arbustos secundarios e pequenas
areas de reflorestamento.” (MAACK, R., 1968).

Ainda que o desenvolvimento social e econdmico de nossa regido tenha sido
elevado nas ultimas décadas, o mesmo nao foi alcangado pela consciéncia ambiental,
e nos mantemos como um dos estados lideres do pais no desmatamento. Um dos
fatores mais importantes que contribuem para essa dura realidade pode ser o
desconhecimento sobre a importancia e o papel da biodiversidade e dos servigos
ecossistémicos, seja pela riqueza de diversidade e seus usos na industria e na
tecnologia, assim como a capacidade destes em remediar efeitos climaticos adversos
€ na protecao dos recursos hidricos e da erosao dos solos.

A situacao atual exige uma necessidade urgente de estudar e conhecer os
pequenos fragmentos remanescentes de florestas nativas antes da préxima geracéo,
pois esperamos o desaparecimento total pelo crescimento urbano e populacional, bem
como a pressao econdmica por mais terras cultivaveis.

Alguns poucos esforgos feitos por naturalistas para descrever e estudar nossa
flora, fauna e, notavelmente, nossa funga (MEIJER, 2008), ainda ndo foram
suficientes para nos dar o conhecimento sobre a importancia de nossa rica
biodiversidade.

Os organismos vivos sempre foram testados como alimento ou remédio em
potencial, e o desmatamento também sempre foi um fendmeno mundial. Porém, foi
somente apds as demonstracdes, a partir do inicio do século 20, da capacidade dos

microrganismos em produzir moléculas uteis, de combustiveis a antibidticos, que a
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humanidade passou a olhar com mais atengcdo para a biodiversidade como fonte
potencial de produtos. Mesmo com tantas espécies existentes de macrofungos,
apenas 7 sao utilizadas na alimentagdo humana e animal na escala mega industrial,
com cerca de 35 em escala industrial e 700 sendo empregadas de alguma forma como
coleta ou produgao para fins medicinais, alimenticios ou demais aplicagbes ambientais

ou industriais.

2.2 COLETA, ISOLAMENTO E PRESERVAGAO DAS CULTURAS

Antes de se iniciar qualquer estudo de monitoramento e coleta de macrofungos
0 pesquisador deve realizar estudos preliminares para diagnéstico. Elementos
essenciais incluem o mapeamento da area de estudo, a caracterizagao da vegetacao,
da fauna, do clima, do solo, até mesmo da geologia. Estes fatores serdao importantes
para se caracterizar a funga existente ao longo do periodo estudado, servindo de
parametros importantes para a analise ecologica e de biodiversidade.

A caracterizag&o do substrato, principalmente as espécies vegetais e arboreas
associadas as ocorréncias sdo de fundamental importancia. Servem tanto para a
classificagado correta dos taxons quanto para direcionar os estudos de laboratério
envolvendo a investigacdo de potenciais biotecnolégicos. Os macrofungos
apresentam uma estreita relacdo com o substrato ou hospedeiro, o que ira representar
também o seu habito de associagédo (simbionte, parasita ou decompositor). Todas
estas informacbes enriguecem a compreensdo do pesquisador sobre as
caracteristicas das espécies coletadas, e devera também auxiliar a programacéao de
novas coletas.

Uma vez definidos os parametros acima, a coleta de campo é a parte pratica,
onde sera necessario o preparo de materiais para coleta, anotagcdo e registro
fotografico. A correta identificacdo da amostra € de suma importancia, e deve ser de
facil acesso, seguindo-se uma codificacdo sequencial simples, que depois sera
escrutinada com calma e detalhamento apds a incursao de campo, associando-se as
caracteristicas com a amostra na ficha de coleta.

Uma escala funcional de trabalho devera ser elaborada de modo a né&o
sobrecarregar o turno, respeitando a capacidade para aproveitar totalmente o material

coletado. Desta forma, para coletas mais longas deve-se planejar as guarnigdes de
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materiais necessarios tanto para o trabalho em si, quanto para a manutencao dos
pesquisadores em campo, que inclui, transporte, alimentagéo, alojamento e logistica.

Ao se coletar amostras de macrofungos, todas as informacdes possiveis
deverao ser levantadas principalmente in situ, e a preservagao adequada para a
identificacdo por especialistas ex situ é sempre recomendada, pois muitas das
caracteristicas dos macrofungos para identificacao requerem analise em microscopia
Optica. Para isso, a equipe de coleta devera providenciar previamente todas os
materiais necessarios para herborizagdo correta (MULLER, G. M., BILLS, G. F. e
FOSTER, M., 2004).

Para o isolamento, o mais indicado é a transferéncia de tecidos internos dos
carpoforos, diretamente para os meios de cultura. Estes podem ser feitos no campo,
0 que garante o frescor e vitalidade do material e diminui a possibilidade de
contaminacdo. Nesta estratégia, sao retiradas hifas generativas diferenciadas ou
indiferenciadas, sendo mais facil a partir carpéforos monomiticos*. No grupo dimitico,
esta incluido a maioria dos fungos rigidos de Polyporales. Este procedimento pode
ser feito numa estacao de trabalho propria e portatil, tal como um acampamento, caso
o sitio de coleta ndo seja proximo da base de pesquisa principal. Desta forma, o dia
pode ser dividido em metade com incursbes para coleta, e metade com o
processamento das amostras para isolamento. Outras estratégias de isolamento de
macrofungos também s&o possiveis, mas nao seréo discutidas neste trabalho.

A manutencdo das culturas por longos periodos &€ uma necessidade
fundamental para se manter um banco de células ou um biorrepositorio,
principalmente devido a sua importancia industrial, comercial e biotecnoldgica, de
modo que os resultados obtidos pelas pesquisas sejam estaveis a longo prazo. As
culturas estoque, principalmente de cogumelos, sdo mantidas, normalmente, por
métodos de transferéncia seriada, ou subculturas, transferindo-se o micélio de uma
cultura velha para outra nova com meio fresco. Esta técnica, além de dispendiosa do
ponto de vista de tempo, trabalho e material investido acarreta outros problemas mais
sérios, como a degeneracado das culturas e risco de contaminagao. Pode levar ao

prejuizo ou perda total dos estoques vivos, além da necessidade de transferéncias

4 MONOMITICO: Termo usado para o basidiocarpo com sistema hifal unicamente formado por hifas
generativas. No sistema DIMITICO o basidiocarpo € composto tanto por hifas generativas quanto
hifas estruturais estéreis, por isso, mais dificil de obter sucesso no isolamento vegetativo.
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por pelo menos uma vez no ano. Dentre as alteragbes causadas por esta pratica,
estdo o declinio da taxa de crescimento, alteragbes fisioldgicas, genéticas ou
morfoldgicas, principalmente quando cultivados em meios sintéticos.

O desenvolvimento da preservagao de culturas vem sendo buscado como
forma de substituicdo desta pratica para eliminar estes problemas. Uma das primeiras
estratégias para se diminuir a necessidade de transferéncia € a manutengdo das
culturas em baixas temperaturas. Normalmente, as transferéncias seriadas sao
diminuidas mantendo-se a 4 °C, mas nao pode ser universalmente aplicada, pois
existem espécies que ndo toleram esta temperatura. Outras estratégias tem sido a
diminuigéo da exposi¢ao ao oxigénio, selando-se a superficie da cultura com parafina
ou O6leo mineral estéril, podendo assim ser mantidas a 15 °C. Entretanto, estas
estratégias ainda sao insuficientes para dirimir os problemas causados pela
transferéncia seriada. Por outro lado, a preservagao em nitrogénio liquido tem se
mostrado como a mais eficiente forma de preservacéo para células e microrganismos
de um modo geral, mostrando alta fidedignidade na recuperagao dos estoques vivos.
Todavia, esta pratica requer uma constante reposigao do nivel de nitrogénio liquido,
havendo necessidade de m&o de obra e maquinario especifico para produgado do
nitrogénio.

Outra forma de criopreservagao tem sido a manutengao das culturas em -80
°C, com o uso de ultrafreezers, hoje em dia mais comuns nos laboratorios. De
qualquer maneira, estes equipamentos também nao sao tao baratos e requerem uma
manutencado peridodica do seu mecanismo e da isolagdo. Necessitam de fontes
alternativas de suprimento de energia em caso de queda no abastecimento normal.
Além disso, recomenda-se sempre que haja pelo menos UM back up dos estoques
em mais de um equipamento em local diferente. Quanto a preservagdo em -80 °C,
resta ainda acrescentar que a técnica desenvolvida para preservacgéo de fungos neste
sistema vém sendo aperfeigcoada ao longo das duas ultimas décadas, partindo-se de
uma delicada transferéncia de discos de agar para tubos com algum criopreservante,
com necessidade de pré-congelamento lento e linear, além do descongelamento
rapido para se obter sucesso na reativacao.

KITAMOTO, Y. et al. (2002), desenvolveram um método alternativo para
criopreservacgao a -80 °C, que consiste em substituicdo do meio de agar por serragem
mais algum criopreservante. Testaram diferentes concentragées em conjunto com a

umidade ideal e encontraram bons resultados utilizando 10% glicerol e umidade a
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65%, com congelamento rapido e preservacéo por até 6 anos, sem alteragado das
caracteristicas iniciais das linhagens de cogumelos (66 cepas), dispensando a
necessidade do pré-congelamento.

VOYRON et al. (2009), apresentam um sistema para monitoramento da
vitalidade e da fidelidade genética das cepas de acordo com o método de preservacéo,
comparando a liofilizagao e o ultracongelamento a -80 °C de 15 cepas. Testaram 12
diferentes protocolos para liofilizacdo destes isolados, com diferentes meios e
criopreservantes, de modo que dois protocolos de liofilizagdo sdo os mais indicados.
A liofilizacao apresentou alteracbes morfologicas e genéticas em alguns dos isolados,
enquanto que a criopreservagao a -80 °C nao apresentou nenhuma. Alguns perfis
metabdlicos das enzimas foram alterados de alguma maneira por ambos os métodos.
De qualquer forma, ambos os métodos se mostraram viaveis para preservagao ex-situ
dos fendtipos das culturas, sendo recomendada a criopreservagcdo a -80 °C. A
liofilizagdo utilizando leite desnatado comum de prateleira como solugdo de
suspensao tem sido feita com grande sucesso para mais 50.000 cepas de fungos,
sendo um método eficaz para crioprotegéo intracelular.

O trabalho de JUNIOR et. al, 2014, demonstrou um método alternativo para
criopreservacgao de Agaricus subrufescens a -80 °C mais simples e barato do que as
suspensdes com criopreservante. Utilizando apenas a semente de trigo com
endosperma rigido, colonizada com o micélio e selada em canudos de plastico
contendo 4 a 5 sementes, foi possivel preservar as caracteristicas das cepas por
periodos de 2 e 5 anos. Demonstrou-se que este método também foi eficaz para
outros basidiomicetos. Além disso, este mesmo grupo, em outro trabalho prévio,
demonstrou que esta técnica é ineficaz a -20 °C para A. subrufescens.

Outro método mais antigo, barato, simples e bem consolidado é o da hidrostase
do micélio, também conhecido como CASTELANI (1934, 1967), que obteve bons
resultados estocando fungos patogénicos por até 20 anos. Este método representa,
principalmente, a ajuda em postergar o laborioso procedimento de transferéncia de
tecidos. Mas, esta pratica apresenta os mesmos obstaculos com relagao a perda da
vitalidade e as demais alteragdes conjugadas. Além disso, também apresenta outras
limitagdes, de forma que novas variantes tém sido desenvolvidas recentemente, como
p. ex., MONTSERRAT et al., 2014, que desenvolveram um protocolo alternativo com

discos de papel filtro depositados na superficie do meio ao redor do in6culo no mesmo



32

momento de semeadura. Estes discos seréo retirados sem o agar apdés a expansao
da colbnia e armazenadas nos criotubos com agua destilada esterilizada.

Apesar deste método apresentar varias facilidades como a simplicidade e facil
reprodutibilidade, estudos mostraram que alguns isolados mantidos nestas condigdes
apresentam graus de pleomorfismos, como alteragdo das caracteristicas originais da
cultura, perda da vitalidade e esterilidade. Neste contexto, o método de hidrostase
pode ser aplicado com facilidade para preservagao por longos periodos, evitando os
inconvenientes da transferéncia seriada, mas nao pode ser o unico método para

preservacao dos isolados.

2.3 MACROFUNGOS: ETNOMICOLOGIA E A INDUSTRIA DE COGUMELOS

Etnomicologia é o campo de estudo que investiga as relagdes dos usos
tradicionais dos fungos pelos humanos. Os macrofungos tém sido empregues para
fins biotecnoldégicos desde os primérdios da humanidade. Os registros arqueoldgicos
demonstram a interatividade do ser humano com estes organismos desde ha muito
tempo (ZIED, D. C. & PARDO-GIMENEZ, A. 2017; SINGH, B. P. et al., 2018):

a) Registros rupestres demonstram antiga relagao cultural e religiosa;

b) Registros histéricos a.C. (escritos) dos babilénicos, persas, gregos e

romanos;

c) Registros diversos de povos mais recentes;

- Siberianos, Incas, Astecas, Maias;
- povos indigenas de varios paises;

Segundo Theophrastus (500 B.C.), as trufas sao “um fendbmeno natural de alta
complexidade, sem caule, raizes, gemas, botbes ou folhas” (SHARPLES, R. W. &
WINTER, D. W., 1983). As trufas sdo fungos hipégeos que despertaram grande
interesse desde os tempos dos farads, onde era servida como sobremesa exclusiva
para a realeza. Estes fungos hipégeos eram consumidos por todas as grandes
civilizagbes da antiguidade, com centenas de registros escritos, com grande valor, até
que recentemente a sua coleta continua os tornaram artigos mais baratos e populares
como recentemente observado no mercado do Cairo (TRAPPE, 1990). Esporos de
Boletus edulis foram encontrados em remanescentes de dentes de uma mulher o
paleolitico, sugerindo que o0 consumo intencional vem desde aqueles tempos

(POWER, 2015). Dois fragmentos de Piptoporus betulinus, um cogumelo conhecido e
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estudado atualmente pelas suas propriedades medicinais enquanto cicatrizante,
foram encontrados no conjunto mumificado do “homem do gelo”, um individuo que
viveu cerca de 5000 anos atras, encontrado nos alpes suigos (PEITNER et al., 1998).

Sociedades micofilas ou mico fébicas tem registrado sua impressédo ao longo
da historia da humanidade com distincdo. Nacdes africanas tem sua aversao por
fungos toxicos conservada na sua tradicao oral, enquanto que sociedades micdfilas,
tem o seu consumo e principalmente o cultivo derivado desse conhecimento, como é
o caso da China e do Japao. O Brasil ainda pode ser um caso de micofobia, refletido
pela baixa produgdo e consumo, algo que tem sido gradualmente revertido
recentemente. Ja para a tradi¢cao indigena nativa mostra que este grupo sempre foi
utilizado, seja como alimento® (SANOMA, 2016) ou como utensilio, como p. ex., 0
cachimbo confeccionado a partir de madeiras infestadas com o pseudo-esclerécio de
Panus (Lentinus) velutinus, desde o Mato Grosso do Sul, a Regido Sul do Brasil, até
0s pampas argentinos, incluindo o Paraguai (KELLER, 2000).

Atualmente os cogumelos sdo populares enquanto alimento e representam
uma importante industria que fornece produtos para um imenso publico, em diversas
prateleiras e em diversos paises. O cultivo intencional dos cogumelos tem um historico
relevante, sobretudo nas Uultimas décadas, demonstrando um crescimento
exponencial expressivo, de forma que o crescimento da sua producéo sobrepujou

escalonadamente em muito o crescimento populacional humano.

GRAFICO 1 - crescimento populacional X produ¢cédo mundial de cogumelos (kg)
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Fonte: ZIED, D. C., 2017, LETTl et al., 2018

5 https://cogumeloyanomami.org.br/
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A China € o principal pais produtor, responsavel por quase 90% da producéo
mundial, seguidos por outros paises asiaticos, com 3,4 %, Américas, 3,2%, UE, 3,1%,
e o restante com menos de 1%. Esta producéao esta atualmente dividida pelas cepas
de Lentinula edodes (22%), Pleurotus spp, (19%) Auricularia spp. (18%), Agaricus
(15%), Flammulina (11%), Volvariella (5%), e outros (10%). O consumo per capita
anual saltou de 1 kg em 1997, para 4,7 kg em 2017 (ROYSE, 2017).

Esta industria movimenta atualmente cerca de US$ 63 bilhdes ao ano, com
todos os produtos associados. Mesmo assim, tem um imenso potencial de
crescimento, principalmente se levarmos em conta a vocagao agricola e territorial de

NOSSOo pais.

2.4 BIOPROSPECGAO E BIOTECNOLOGIA DOS MACROFUNGOS

A bioprospecc¢ao ¢ talvez a atividade mais antiga da humanidade, uma vez
gue se busca na natureza organismos capazes de suprir as necessidades basicas de
alimentagdo, medicamentos e outros insumos, tais como fibras, energia e outros
materiais em geral. E também o eixo principal da pesquisa em biotecnologia.

Os macrofungos representam um importante grupo de organismos que foi
empregado na cultura humana como alimento, medicina, venenos, substancias
psicotrépicas, desde ha muito tempo, principalmente nas nacdes asiaticas e na
América Central (SINGH, 2018; ZIED, 2017). Os macrofungos s&o de especial
importancia econdmica, cultural, religiosa, industrial, alimenticia, medicinal e
biotecnoldgica. (WASSON, 1957; WASSER, 1999). Além disso, eles tém mostrado
recentemente inumeras outras finalidades, sendo catalogadas pelo menos 50
diferentes maneiras de aplicagao biotecnolégica (HYDE et al., 2019)

O conteudo proteico dos cogumelos cultivados € geralmente alto, com valor
médio de 23,8 % +- 9,82 % da matéria seca (ZHOU et al. 2020). Os cogumelos séo
ricos em fibras, sais minerais, aminoacidos e vitaminas, como a niacina e o ergosterol,
precursor da vitamina D, além do baixo teor de gordura 3% e 0% de colesterol (matéria
seca). Alguns cogumelos produzem outras substancias de interesse, como
mencionado anteriormente, e sdo classificados como cogumelos medicinais. Estas
substancias envolvem duas classes de moléculas basicamente:

(A) as de alto peso molecular (APM): proteinas, peptideos, acidos nucleicos e

polissacarideos, normalmente com varios kDa.
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(B) as de baixo peso molecular (BPM): geralmente sdo compostos do
metabolismo secundario, tais como os compostos fendlicos, esteroides,
sesquiterpenos e terpenos, antraquinonas, derivados do acido benoico, quinolinas e
também derivados do metabolismo primario, como o acido oxalico (ALVES, M. J. et
al. 2012). Estas substancias tem atraido o interesse investigativo nas ultimas décadas
em fungdo do potencial biolégico como farmacos, nutracéuticos, nutricéuticos,
alimentos funcionais ou outros tipos de suplementos para industria alimenticia,
cosmeética, téxtil, quimica ou agroindustrial (RATHORE et al., 2019; HYDE et al.,
2019).

2.5 MACROFUNGOS: USOS MEDICINAIS E TESTES DE BIOATIVIDADE

Os macrofungos sao utilizados na medicina tradicional, sobretudo asiatica, ha
milénios. Atualmente sao fonte importante de varios compostos com potencial
farmacoldgico, sendo catalogadas mais de 130 efeitos terapéuticos: anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antiviral, antioxidante, antitumoral, hipolipidémico, anti-hipertensivo,
anticoagulante, imunomodulador, antitumoral, etc. (RATHORE et al., 2019; HYDE et
al., 2019).

As pesquisas para bioprospecg¢ao de novos compostos bioativos derivados de
macrofungos normalmente seguem o mesmo fluxograma que foi aplicado neste
trabalho, ou seja, consiste em se isolar as fragcdes de compostos resultantes da
extracdo da biomassa, por diferentes métodos, e desta forma, poder concentrar
esforcos na detecgao de alguma atividade biolégica destas fragdes, muitas vezes pelo
rastreamento preliminar in vitro, relacionando efeitos sobre sistemas enzimaticos ou
reativos ja consolidados, que podem resultar em possiveis aplicagdes para os extratos
purificados e identificados.

Os testes neste modelo classico buscam ensaios para deteccéo rapida em
modelos enzimaticos conhecidos e estabelecidos como alvo para tratamentos, de
modo que possibilitam triagens in vitro para as fracdbes de compostos desejados
(figura 4). Conforme os resultados encontrados nestes modelos, os ensaios podem
avancar para avaliagbes da interacdo em modelos de células cultivadas (in vitro),
partindo entdo para modelos animais in vivo, e principalmente, testes pré-clinicos e
clinicos, com modelos consolidados para validagdo e aplicagdo das descobertas.

Somente a partir dai podem ser recomendados e comercializados para uso medicinal.
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Este é um processo longo de pesquisa, pois novas drogas ou substancias costumam
ter um prazo médio entre a descoberta e comercializacido de cerca de 10 anos,

incluindo o demorado processo de patentes.

FIGURA 4 — ALGUNS EXEMPLOS DE AVALIAGAO DA BIOATIVIDADE IN VITRO
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FONTE: O autor (2021). — Testes utilizados em publicagdes prévias (ver referéncias)

2.6 PEPTIDEOS BIOATIVOS

Peptideos sao biomoléculas produzidas por sintese celular que compdem os
esqueletos das proteinas, com unidades basicas de aminoacidos conectados por
ligacdbes amida no carbono alfa (figura 5), base primordial da vida. Proteinas
normalmente tem centenas de ligagdes peptidicas, formadas por uma combinagéo
linear dos 20 L-aminoacidos biolégicos, onde a natureza quimica da sua cadeia lateral
ira atribuir as mais distintas propriedades e fungbes, de acordo com a sequéncia
especifica. Formam as unidades funcionais dos catalizadores biolégicos (enzimas) e

todas as proteinas estruturais constitutivas dos organismos vivos.
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Peptideos bioativos (PBA) s&o pequenos fragmentos de proteinas dotados de
atividade biolégica, que promovem algum beneficio a saude, tanto em animais quanto
em humanos (BANDHARI et al., 2020). A maioria dos peptideos bioativos descritos
tem sequéncias entre 2 e 23 aminoacidos, embora alguns podem possuir mais
residuos na sua cadeia.

De acordo com a base de dados BIOEP® milhares de peptideos ja foram
identificados com as mais diversas atividades biologicas. Notavelmente, alguns destes
peptideos exercem multiplas atividades bioldgicas simultaneamente, o que esta
relacionado a sua sequéncia de aminoacidos e estrutura terciaria. Esta complexidade
de interagdes é permitida, dentre diversos outros fatores, pela livre rotagcdo das

cadeias laterais do fio peptidico dos carbonos alfa.

FIGURA 5 — LIGAGAO PEPTIDICA
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FONTE: GOOGLE imagens (2020) — CC BY-AS - 3.0

A busca por novos hidrolisados proteicos representa uma grande oportunidade
de encontrar moléculas uteis para alimentos funcionais, cosméticos e farmacéuticos,
bem como para nutricdo animal e vegetal. Na ultima década, o crescimento acelerado
das novas descobertas sobre as atividades biologicas dos peptideos traz novos
insights sobre seus mecanismos de agdo em um amplo campo de aplicagao pratica.
Uma multidao de diferentes peptideos pode ser gerada pela hidrdlise. Sua sequéncia
determina suas propriedades fisico-quimicas em uma ampla gama de diferentes
conformacgdes estruturais. Essas caracteristicas dos peptideos ajudam a separa-los e
classifica-los por suas propriedades especificas, como tamanho, afinidade e
polaridade. As membranas de ultrafitracdo podem auxiliar na tarefa de
processamento dos produtos da hidrélise que podem gerar sequéncias aleatorias com

diferentes atividades biolégicas. Como ainda nao existem regras estabelecidas para

6 (http://www.uwn.cdu.pl/biochemia/index.php/pl/bioep)
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o melhor procedimento de hidrélise, os produtos entregues vao depender das enzimas
utilizadas, do tempo e do ambiente de reagcdo, bem como dos substratos utilizados
como matéria-prima. Os resultados finais ainda sdo desconhecidos, uma vez que as
sequéncias desses produtos devem ser estudadas para esclarecer seus mecanismos
moleculares de interagcdes biologicas. Revisdes recentes tém mostrado a grande
diversidade de peptideos bioativos derivados de uma ampla variedade de animais,
plantas e fungos (ARROUME, N. et al., 2016; SANCHES, A. & VAZQUEZ, A., 2017).

Diferentemente das proteinas os peptideos podem ser absorvidos
completamente pelo intestino, exercendo seus efeitos diretamente no trato digestivo,
ou, serem absorvidos pela corrente sanguinea e permanecer intactos com formas
ativas, podendo ser distribuidos por diferentes 6rgaos e tecidos, possibilitando o
exercicio dos seus efeitos fisioldgicos. Os peptideos possuem ampla poténcia, alta
especificidade por certos tecidos, baixa toxicidade e grande estabilidade. Estas
caracteristicas os tornam excelentes candidatos para formulagdo de alimentos
funcionais e medicamentos, considerando-se os efeitos adversos dos compostos
sintéticos.

Numerosos peptideos tém sido identificados a partir de fontes alimentares,
com o maior numero provenientes de fontes animais, sobretudo do leite, que sao os
mais estudados. Em seguida, os peptideos derivados de plantas. Peptideos derivados
dos cogumelos ndo tém recebido muita atencdo. Cogumelos (macrofungos) s&o
fontes importantes de proteinas e peptideos bioativos pois contém quantidades
consideraveis de proteinas bioativas, especialmente enzimas, que tém sido
amplamente estudadas. Contudo, peptideos derivados de cogumelos tém sido pouco
investigados, com poucos casos publicados (ZHOU et al. 2020).

Peptideos derivados de cogumelos, ou PBM (peptideos bioativos derivados
de macrofungos) representam um campo atrativo para pesquisa, pois 0s cogumelos
sao fontes riquissimas de proteinas com propriedades bioldgicas interessantes, mas,
0s possiveis peptideos bioativos encriptados nestas proteinas ainda permanecem
desconhecidos, assim como os peptideos enddgenos.

Os cogumelos tém um conteudo alto de proteina de alta qualidade em boas
quantidades. Sao fontes alternativas de proteina para dietas vegetarianas ou com
restricdo de consumo de produtos derivados de fontes animais. Até o momento, as
biomoléculas mais estudadas nos cogumelos sdao os polissacarideos e outros

compostos de baixo peso molecular, principalmente derivados do metabolismo
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secundario. Alguns grupos de proteinas bioativas estudas reportam enzimas e
lecitinas, indicando que os macrofungos sdo fontes potenciais para PB. Estudos
realizados com os PBM sao de basicamente duas classes: (1) Estudos com extragao
orientada pela bioatividade, purificacdo e caracterizagao (seguida por este trabalho -
ilustrado na figura 7) e (2) Exploragéo das propriedades funcionais e fisiologicas e os
mecanismos subjacentes destas agdes.

As preparacdes para obtencdo de PBM podem ser a extragdao direta dos
cogumelos (carpoéforos), ou das células cultivadas (micélio), tanto em fermentagao no
estado soélido quanto fermentagdo submersa. A extracdo por acao proteolitica de
enzimas exdgenas € geralmente utilizada de modo a liberar fragmentos peptidicos
das proteinas isoladas dos cogumelos. Outra modalidade é a fermentagéo microbiana
(PIOVESANA et al., 2018; SAADI et al. ,2015), que ndo sera discutida nesse trabalho.

Outro caminho para a descoberta de PBM pode ser a analise in silico baseada
em sequencias de proteomas elucidados (figura 6). Neste formato de pesquisa
exploratéria pode-se partir de sequencias de aa publicadas e compara-las entre si,
bem como realizar simulagdes de hidrolises com base nos sitios ativos das enzimas
desejadas. Desta forma, pode-se buscar por peptideos desconhecidos, e entao
realizar previsdes da sua bioatividade, bem como da sua toxicidade e digestibilidade.
Apds estas analises, relativamente muito mais baratas do que no modelo
convencional, os peptideos podem ser sintetizados e suas atividades testadas in vivo
para confirmagao.

FIGURA 6 — CAMINHOS CONVERGENTES PARA OBTENCAO DE PB
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FONTE: O autor (2021). — Fluxogramas para duas maneiras alternativas, porém

convergentes, para obtencao de PB(6a), de diversas fontes. Em 6b a busca a partir de

analises in silico € detalhada com alguns passos a partir de andlises de proteomas ja

elucidados. Como este ndo € o caso para a maioria dos macrofungos, o modelo adotado

nessa pesquisa segue a seta esquerda de 6 a, detalhado em 6 c.
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FIGURA 7 — FLUXOGRAMA PARA OBTENGCAO DE PBM
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Fonte: O autor (2020) — Este modelo foi adotado para este trabalho, com extragao a partir

das células cultivadas, detalhado na figura 6c.

2.7 MACROFUNGOS: PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS E ANTIVIRAIS

Assim como outros organismos, os cogumelos também secretam centenas de
peptideos bioativos de modo a garantir a sua sobrevivéncia. Estes peptideos
geralmente tem uma origem intrinseca e sao sintetizados por vias metabdlicas
especificas. As suas estruturas e fungdes bioldgicas mudam de acordo com a espécie
de cogumelo e seu ambiente de crescimento. Peptideos antimicrobianos dos
cogumelos tém ganho atencdo principalmente pela alta especificidade, baixa
toxicidade e baixa interacédo com outras drogas. Além disso, 0s microrganismos tem
se mostrado incapazes de desenvolver resisténcia contra estes peptideos. Varios
peptideos antimicrobianos de cogumelos tém sido descritos e isolados, a maioria sdo
enddgenos, que podem ser divididos basicamente em trés categorias:
antibacterianos, antifungicos e antivirais.

O primeiro peptideo endoégeno antibacteriano isolado de um fungo foi
produzido como recombinante em 2005, demonstrou potente atividade contra alguns
gram-positivos, especialmente Streptococcus pneumoniae (incluindo cepas

multirresistentes a antibiéticos convencionais). Este peptideo, isolado do fungo
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Pseudoplectania nigrella e chamado de plectasina (MYGIND et al., 2005), foi
comparado com modelos de infeccdo da bactéria acima citada e demonstrou niveis
de toxicidade extremamente baixos em camundongos quando comparada com os
controles vancomicina e penicilina. Esta classe de antibiéticos endégenos é
denominada defensinas. A plectasina demonstrou uma estrutura semelhante a outras
defensinas encontradas em escorpides, aranhas, libélulas e musgos. Isto demonstra
gue os cogumelos possuem vias metabdlicas especificas para a geragao de peptideos
antibidticos enddgenos, sendo excelentes fontes para a busca por novos isolados.

Alguns PBM endoégenos sao espécie-especificos, como no caso da
cordymina, que somente ocorre em Cordyceps sinensis, enquanto outros podem ser
onipresentes, como no caso da glutationa (GSH). Derivada de Ophiocordyceps
sinensis (Cordyceps sinensis), a cordymina inicialmente foi identificada como um novo
peptideo antifungico de 10,9 kDa, com sequéncia aa terminal N -
AMAPPYGYRTPDAAQ, que posteriormente foi caracterizado como um peptideo de
efeitos multiplos, incluindo a atividade antioxidante potente. Descobertas seguidas in
vivo demonstraram efeito anti-inflamatério, antioxidante, antinociceptivo, atividade
neuroprotetora e efeito protetor da osteopenia diabética.

O trabalho de MILNE et al. (1998) reporta a atividade dos dipeptideos ciclicos
como antibacterianos, antivirais e antitumorais, principalmente pela sua baixa
liberdade rotacional. Neste trabalho, observaram o efeito de dipeptideos ciclicos
sintetizados sobre o crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneuminae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Streptococcus sp.,
determinados pelo método Kirck-Bauer de ensaio de difusdo por disco. Trés
dipeptideos ciclicos demonstraram bloquear canais de cations e aumentar a
expressao da fosfatase alcalina, tanto em procariotos, quanto em eucariotos (células
de midcitos ventriculares de guinea pigs HT-29), demonstrando que estes compostos
podem ter potencial enquanto antibidticos, relaxantes musculares e antitumorais.

Em outra tentativa de prospeccédo de compostos bioativos, KANDASAMY et
al., 2019, observaram atividade antioxidante de 67% com os extratos metandlicos de
uma cepa selvagem de Pleurotus sajor-caju concomitantemente com atividade
antibacteriana contra S. typhi de forma dependente da dose. Mas, na purificagéo,
foram encontrados varios compostos que podem ser responsaveis por tal bioatividade,

dentre flavonoides, polissacarideos, compostos fendlicos, alcaloides, taninos e
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proteoglicanos, sendo inconclusivo sobre a natureza do composto bacteriostatico
principal e dos seus mecanismos de inibig&o.

Uma relagao interessante foi encontrada entre a atividade antioxidante e
antimicrobiana. MISHRA, J. et al., 2018, isolaram peptideos naturais (enddégenos) de
uma cepa indiana de Ganoderma lucidum a partir do carpéforo e do micélio.
Observaram atividades antioxidantes e antibacterianas substanciais (E. colie S. typhi,
6,9 mm MIC 60 uyg e 7,14 mm MIC 59 ug, respectivamente), partindo para
caracterizagdo destes compostos, onde encontraram grandes proporgdes de
aminoacidos hidrofébicos e catibnicos, com predicdo da estrutura secundaria
apontando a formacdo de a-hélices e bobinas aleatdrias. Estas conformagodes
geralmente s&o as mais proeminentes nos efeitos bacteriostaticos por
desestabilizarem a parede celular e promoverem o rompimento de proteinas
intracelulares em procariotos.

Também foram encontradas atividades antibacterianas com PBAM obtidos
por hidrélise enzimatica. Peptideos isolados a partir de hidrdlise com tripsina em A.
bisporus demonstraram atividade de inibigdo de 26,6% em Pseudomonas aeruginosa,
numa concentracdo de 0,25 mg/mL. Peptideos obtidos por hidrélise de proteinas
isoladas de T. claveryi também demonstraram inibigao de 27,44% em Bacilus cereus
na mesma concentragao.

Sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (Aids) é causada pelo
retrovirus HIV e é de tratamento extremamente dificil. Ja foi a principal causa de morte
no mundo na faixa etaria de 15-49 anos (Figura 1) e atualmente tém mostrado declinio.
Ainda assim, € uma doenca importante a ser considerada. A enzima transcriptase
reversa (RT) € uma das principais envolvidas no ciclo de replicagao do virus, sendo,
portanto, alvo para potenciais peptideos com atividade inibitéria desta enzima, com
alguns ja isolados a partir de cogumelos. Extratos aquosos quentes de Trametes
suaveolens, Lactarius camphoratus, Pleurotus pulmonarius, Sparassis crispa,
Russula paludosa, demonstraram atividade inibitéria de mais de 50% para RT a 1
mg/mL. A atividade inibitéria mais elevada foi para Russula paludosa, com 97%. O
peptideo com 4,5 kDa extraido por solugdo aquosa quente foi sequenciado, pelo seu
terminal N com a seguinte composi¢gao: KREHGQHCEF. A concentragao inibitoria
(IC50) foi baixissima, de apenas 11 uM. Além disso, este peptideo ndo demonstrou
efeitos inibitérios sobre a atividade de ribonuclease, hemaglutinina, protease, lacase

e enzimas antifungicas. Peptideos derivados de cogumelos com potente atividade
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inibitéria da transcriptase reversa podem ser candidatos para suplementacdo de
drogas anti-HIV para o tratamento da AIDS. Entretanto, faltam modelos animais
apropriados para aplicagéo in vivo o que dificulta os estudos para validagao de tais
candidatos. PBMs com atividade inibitéria da HIV1-RT foram investigados por alguns
trabalhos in vitro, com resultados interessantes, tais como a atividade inibitoria
relevante (55%) para a mistura de peptideos do extrato etandlico de Lignosus
rhinocerus, ou com determinacédo do ICso entre 50-60 uM, respectivamente, para a
cordymina, ja mencionada anteriormente, e para agrocybina, derivado de Agrocybe
cilindracea.(WONG et al., 2011)

A lista de virus que tém causado problema enquanto epidemias é longa. A
hepatite, causa importante de morte, tem sido propagada pelas suas variantes, para
incluir alguns, as variantes do virus da hepatite A, B e C, assim como os DNA virus
causadores de diversas displasias como HPV, e, principalmente, os RNA-virus como
o ja supracitado HIV. Nesta classe temos ainda os virus Influenza, Zika, Dengue e a
familia Coronaviridae, causadores das sindromes respiratérias agudas (SARS-CoV e
MERS-CoV), que tem desafiado os pesquisadores pela busca de novas substancias
de contencdo. Os agentes antivirais podem bloquear varios espectros dessas
doencas, incluindo a inibi¢do do acoplamento das particulas na membrana da célula
hospedeira, a replicagao intracelular e o mecanismo de difusdo dessas particulas
geradas. Uma das maiores dificuldades tem sido encontrar drogas capazes de
neutralizar essas agdes sem efeitos colaterais graves.

Como ja mencionado anteriormente, os cogumelos produzem inumeros
metabdlitos com propriedades interessantes, dentre elas, a atividade antiviral. Desta
forma, inUmeros trabalhos tém demonstrado o efeito inibidor, imunomodulador e
adjuvante para imunizagdo capaz de proteger ou dar suporte contra os vetores
infecciosos. Dentre eles, o0 mais proeminente tem sido o efeito das lecitinas que sera
discutido mais adiante. Os PB ainda carecem de estudos mais recentes que permitam
estabelecer compostos com bioatividade relevante para outros virus.

A COVID-19 é causada pelo Sars-Cov-2, um RNA virus de cadeia simples
senso positivo envelopado e identificado como pertencente da familia coronaviridae,
com 96% de afinidade com um virus de morcego e 79 % de afinidade com Sars-Cov
surgido em 2002. O Sars-Cov adentra na célula do hospedeiro pela agdo da
glicoproteina Spike S1 sobre o receptor Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2)
(WENHUI LI et al. 2003). Este receptor é também um membro do sistema RAS, que
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sera discutido com mais atengdo na secado 2.8. Um outro alvo proeminente para o
desenvolvimento de novas drogas é a principal protease de cerca de 306 aa (MPro,
3CLPro). Essa protease é essencial para ativagao das proteinas virais. Inibir a entrada
do virus possui vantagens em relagao ao combate dos estagios mais avangados do
ciclo de replicacdo do virus que podem resultar em sintomas severos da doenca
(figura 8). Essas duas proteinas sao pontos de partida para tratamento e profilaxia a

serem considerados nesta doencga.

FIGURA 8 —- ENTRADA E TEMPESTADE INFLAMATORIA DA COVID-19
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FONTE: abcam® (2021 — Covid-19 cytokine storm). — A COVID-19 possui basicamente 3 estagios
principais, com graus progressivos de morbidade. Com o conhecimento do mecanismo de entrada do
virus Sars-Cov-2, pode-se buscar novos PB que possam bloquear a adesdo com a membrana da
célula endotelial, eliminando toda a trajetéria de infecg¢éo e principalmente de transmisséo do virus,
além de busca para fatores que possam modular a tempestade de citocinas na fase severa da
doenca (estagio 3), onde os pacientes sofrem as maiores consequéncias e também risco de vida.

VERMA, 2020, realizou um estudo de simulagdo molecular in silico para
estabelecer o potencial terapéutico convencional da cordycepina, um metabdlito
derivado de Codyceps sinensis ou C. militaris, contra os alvos acima mencionados.
Além disso, verificou a possivel atividade inibitoria desta molécula na poliadenilagdo
do mRNA do virus, tornando-o disfuncional. Apos a simulacéo de interacdo molecular

com plataformas e bancos de dados sobre as moléculas alvo, foi possivel mapear as
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interagdes moleculares envolvidas. Com os algoritmos usados, a rede de interagdes
farmacoldgicas foi estabelecida pelos graus de interagdo da droga com os receptores.
Os principais achados foram a forte interacdo da cordycepina com a proteina
glicolisada Spike S1, a MPro e atividade inibitéria da poliadenilagdo do mRNA,
mostrando um potencial de reposicionamento para tratamento como antiviral para
COVID-19.

De acordo com HETLAND, G. et al., 2020, os cogumelos podem apresentar
solugdes profilaticas ou terapéuticas contra COVID-19. O modelo de infecgdo dessa
doenca terrivel tem sido um dos mais estudados, possibilitando a compreensao dos
mecanismos moleculares de invasao e progressao da doenga. Outros trabalhos
também tem buscado a relagao de prevencao e tratamento com o uso de PB, como
BHULLAR, K. S., et al., 2021, onde aponta que o conhecimento adquirido sobre os
mecanismos de infeccdo possibilita a investigagdo para novas drogas antivirais,
principalmente empregando peptideos bioativos.

Modelos preditivos de estruturas tridimensionais tém sido desenvolvidos com
sucesso para desenvolvimento de proteinas ou peptideos com atividade
antimicrobiana (LIU, S. et al., 2018). A limitacdo bidimensional dos resultados
experimentais permite apenas o sequenciamento da composicdo de aminoacidos,
carga total residual peptidica, hidrofocidade e anfifilicos, enquanto que com a predigéao
tridimensional das proteinas e peptideos, a aplicacéo precisa da interacdo molecular
de novas drogas baseadas em peptideos com os seus pontos alvo pode ser simulada.
Dessa forma, novos peptideos antimicrobianos e antivirais podem ser criados ou
estudados com precisao e efetividade e testados os seus efeitos in vitro. Isso podera

diminuir o tempo de trabalho e os gastos com experimentos de triagem de novos PB.

2.8 PEPTIDEOS INIBIDORES DE ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

A hipertensao, ou pressado sanguinea elevada, se caracteriza como uma alta
pressao sistélica com valores persistentes acima de 140 mmHg e uma pressao
diastolica acima de 90 mmHg (140/90). Esta doenga é também conhecida como
“assassino silencioso”, por ndo demonstrar sintomas que possam alertar o paciente a
buscar tratamento preventivo ou imediato.

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA ou ACE) tém sido o principal alvo

para o desenvolvimento de substancias controladoras da pressao sanguinea. A busca
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por seus inibidores tém sido a fungao mais estudada nos PBs provenientes de todas
as fontes. A conversdo da angiotensina | para sua forma ativa, angiotensina Il, é
realizada por essa enzima. A ACE é uma enzima promiscua pois interage nao apenas
na conversao da Angiotensina e da Bradiquinina (figura 10), mas em uma série de
outros peptideos. Acreditava-se que essa conversao ocorria na corrente sanguinea,
mas 0s niveis plasmaticos da concentracdo dessa enzima nao seriam capazes de
converter na velocidade observada. Dessa forma, suspeitou-se que essa reacao
deveria ocorrer em outras cavidades ou superficies. E de fato, a constatacao in vivo
foi que a maior parte da conversdo ocorre nos pulmbes (figura 9). Entretanto, a
conversdo ainda era alta, sugerindo que esta enzima esta presente também em outros
sitios vasculares além dos pulmdes.

De fato, esta ectoenzima esta presente na superficie das células epiteliais e
endoteliais distribuidas pelo corpo, em varios 6rgaos. ACE (kininase, dipeptidil
carboxipeptidase, peptidil carboxihidrolase, EC 3.4.15.1) facilta a remocado de
dipeptideos, e, em alguns casos, tri peptideos a partir do terminal carboxilico de
substratos compativeis (PHILLIPS, 1993). E uma glicoproteina com 8 a 32% de
carboidratos e peso molecular de 146,6 kDa.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), ou simplesmente RAS, um
sistema hormonal peptidérgico, € o mais conhecido e estudado grupo envolvido na
regulacéo da presséo sanguinea, no balango eletrolitico e no remodelamento vascular
(ALVARENGA et al., 2016). A Renina cliva o angiotensinogénio para o decapeptideo
angiotensina | (Ang |) (figura 9). Subsequentemente, a clivagem de His-Leu no seu
terminal carboxilico é feita pela enzima conversora de angiotensina (ACE), gerando o
octapeptideo angiotensina Il (Ang Il), que é a sua forma ativa (figuras 9 e 10). Em
humanos, a ACE é expressa em duas formas distintas, uma somatica, abundante,
presente principalmente nos endotélios pulmonares, e a segunda, mais escassa, uma
isoenzima presente apenas nos testiculos. A conversao de Ang | para Ang Il pela
atividade somatica de ACE € crucial para modular a pressao sanguinea,
vasoconstricdo, inflamagao, proliferagdo celular e rearranjos vasculares
(ALVARENGA et al., 2016).

Além disso, outras funcdes de ACE tém sido descobertas recentemente, que
vao muito além da sua fungao candnica classica de interagir com os receptores AT1 e
AT2, que basicamente operam de maneira oposta (figura 11). ATz interage com ACEZ2,

que é a enzima crucial para controlar qualquer efeito vasoativo excessivo ou promotor
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de crescimento de RAAS. ACE e ACE2 operam ambas como carboxipeptidases
acopladas ao endotélio, com similaridade de até 40% na sequéncia de aa. ACE2 cliva

Ang-Il para Ang-(1-7) com alta afinidade catalitica.

FIGURA 9 — SITIOS DE PRODUGAO E FORMACAO DO HORMONIO PEPTIDICO

Renina
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crescimento

Regulaciéo da Pressdo Sanguinea Sistolica e Diastolica

FONTE: O autor (2021) - Via classica do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
(RAAS) e seus multiplos efeitos na regulagao da pressao sanguinea. Os principais
orgéaos envolvidos no sistema de producgao e ativagdo do hormonio estao

destacados: figado, rins e pulmdes. (ver texto para detalhes).

Tém-se demonstrado que ACE é capaz de mediar sinais intracelulares, como

aumento de fosforilacdo e da atividade de Ca?*. Estudos em células de melanoma
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(TM-5) (ALVARENGA, 2016) demonstraram que Ang Il pode induzir a proliferagao
celular apés ativacédo por ACE, em evento que pode ser inibido apds o silenciamento
do gene ou por uso de ACEi (lisinopril). Outros estudos ainda demonstram que ACE
pode estar ativando a expressao de diversas proteinas e fatores, induzindo o contato
focal da membrana externa, pela via de sinalizagao da integrina, além do aumento da
propria expressao de ACE, realizada por fatores de sinalizagao nuclear. Neste ponto,
também se observou o aumento da expressao do fator AP-1 concomitantemente com
aumento da expressao/atividade de Ciclooxigenase-2 (processos inflamatorios).
Varios modelos animais e humanos revelam o beneficio por evidéncias que
sugerem o papel fundamental do eixo ACE2 ->Ang (1-7) na fungao cardiovascular. O
aumento dos niveis de ACE2 e Ang (1-7) podem ocorrer no inicio de algumas
doengas, diminuindo com a progressao da patologia. A perda de ACE2 promove a
disfungdo do miocardio, enquanto que a manutengdo de ACE2 previne os

remodelamentos patoldgicos adversos, e atrasa o progresso da faléncia do coragao.

FIGURA 10 — CLIVAGENS DA ACE SOBRE ANG-I E BRADIQUININA

Angictensina | /'\' > Bradiguinina (vasodilatador)
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu [ | Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

Angiotensina Il {vasoconstritor) Bradiguinina 1-7
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro

Hipertensao

b 7
A L 5 //

FONTE: o autor (2021) — A agao de ACE e Zn?* retira dipeptideos do terminal
carboxilico dos seus substratos, resultando na forma ativa vasoconstritora e
inativando a forma vasodilatadora, levando a hipertensao, que pode ser controlada

com o uso dos inibidores (ver texto).
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Os inibidores de ACE tém sido usados com sucesso nas ultimas décadas e o
seu escrutinio tem levantado interesse. Além disso, a descoberta dos hovos membros
seletivos do sistema RAS (ACE2) e suas diversas fungdes fisiologicas além da
regulacao da pressao arterial tem possibilitado o estudo para muitas aplicagbes destes
compostos. Sendo assim, varios estudos recentes tem buscado tragar o perfil dos
inibidores de ACE em novas facetas até entdo desconhecidas (HANIF, K., BID, H. K.,
KONWAR, R.,2010).

Evidéncias experimentais apontam também que os ACEis podem retardar a
formacéo da aterosclerose, incluindo até dietas abusivas de colesterol em modelos
animais experimentais (USHIYAMA-TANAKA, Y. et al. 2005). Os inibidores podem
reduzir a expressao de LOX-1, o receptor para LDL oxidado, diminuindo seu acumulo
no interior do endotélio. Além disso, a fungado endotelial em pacientes normotensivos
com doenca arterial coronaria, pacientes hipertensivos e pacientes dependentes de
insulina, tem o quadro revertido pelo uso de ACEis. Os ACEis também melhoram a
fungdo endotelial por atenuar os efeitos do estresse oxidativo gerado por Ang-ll.
Estudos in vitro demonstram também que os ACEis podem alterar o balanco
fibrinolitico, tanto por alterar a disponibilidade de Ang-Il, quanto por atuarem em outras
vias, como p. ex., agir como potente estimulador de fatores para sintese de
fibrinogénio, e, aumentado a biodisponibilidade de bradiquinina, também envolvida
como acelerador na sintese do plasminogénio. Em geral, os estudos demonstram que
a diminuicdo de Ang-Ill e aumento de Bradiquinina no plasma contribuem de maneira
significativa para prevencéao da formagao do atero, porém, dependente do grupo ativo.

Outros grupos beneficiados pelos efeitos dos ACEis sdo os de pacientes
portadores de DSE, de Infarto do miocardio e das consequéncias cardiacas do
diabetes tipo 2. Observou-se redugao da mortalidade com o uso, apontando menor
incidéncia da congestdo cardiaca e da progressdao da faléncia do miocardio,
diminuindo os casos de morte subita.

Um outro aspecto importante dos ACEis € a respeito da nefropatia renal nos
portadores de diabetes. O aumento da pressao nos vasos glomerulares pode causar
uma série de disfuncdes renais, além da proliferagdo celular mesangial e produgao
exacerbada da matriz extracelular. Os ACEis podem causar diminuicdo da pressao
glomerular por aumentar o atrio das arteriolas por selegcao eferente. Numerosos
estudos apontam a reducao da perda renal com uso de ACEis em modelos animais

de diabetes. Além disso, previne a microalbuminuria que pode resultar em proteinuria.
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Outros efeitos ainda observados em pacientes diabéticos que utilizam ACEis é a
diminuicdo da quimioatragdo de mondcitos pela proteina-1 no trato urinario, algo que
melhora a funcao renal.

Existe ainda a relagdo angiotensina | e Il, ACE, diabetes e atividade
antioxidante. Ang-ll aumenta a atividade e a expressdo da NAD(P)H oxidase, que é
um fator primario para o estresse oxidativo endotelial por gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) e também pode ser um importante fator para a causa da neuropatia
diabética. O diabetes também causa prejuizo no relaxamento vascular em resposta a
acetilcolina e calcitonina nas arteriolas epineurais do nervo ciatico. O relaxamento
vascular induzido por acetilcolina é mediado pela agdo dependente do NO e do fator
hiperpolarizante do endotélio, ambos prejudicados pelo diabetes. Além do mais, esse
prejuizo precede a redugdo da condutividade neural, diminuindo a velocidade da
resposta motora, sugerindo que a disfuncdo vascular contribui para o prejuizo da
atividade neural. Alguns estudos demonstram também que ACEis podem melhorar o
desempenho do relaxamento endotelial neural nas arteriolas mediado por acetilcolina
e calcitonina. A melhora da resposta mediada neste sistema pode estar relacionada
com o aumento da capacidade de NO de superar a mitigagdo causada pelos
superoéxidos ou pelos fatores de hiperpolarizagao do endotélio. Neste aspecto, ja foi
demonstrado que a agdo de ACEis podem aumentar a sintese de NO sintase. Como
o superoxido reage com NO, a acdo dos ACEis pode também aumentar a bioatividade
do NO, com tem sido observado em pacientes em modelos animais experimentais.
Desta forma, os ACEis inibem a formacdo de H202, que é responsavel pela
proliferacdo das células musculares lisas, diminuindo o adensamento das carétidas,
como demonstrado na combinagao do efeito da vitamina E com ACEis.

Além do mais, demonstrou-se que o efeito antioxidante dos ACEis é
independente da pressao arterial, e, in vitro, ACEis demonstraram efeito antioxidante
direto em LDL na presencga de cobre. Ang-Il aumenta a atividade da lipoxigenase-12
nas células musculares lisas, assim como nos macrofagos, por intermédio do receptor
AT-1. Ainda, a agao da oxidacao de lipidios em macrofagos esta correlacionada a
atividade de NAD(P)H oxidase celular, bem como a lipoxigenase-15. Desta forma, tem
sido sugerido que ambas enzimas atuam na mediagdo da oxidagcdo de lipidios e
modificagdes em LDL. ACEis parecem mediar essa acao também por diminuir a

expressao de lipoxigenase-15.
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FIGURA 11 — RELACOES ENTRE ACE E ACE2 E SEUS MULTIPLOS EFEITOS
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FONTE: O autor (2021) - Estes eventos recém descobertos indicam que a
manutencgao do eixo RAAS pode ser promissora no combate das patologias
cardiovasculares pela sua fungao critica na regulagao da biodisponibilidade de ACE-
Ang Il e ACE2-Ang(1-7), mostrando possibilidades interessantes com o uso de
agentes moduladores e novas moléculas para o tratamento e para a pesquisa da

hipertensdo e das doengas cardiovasculares.

2.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Radicais livres sdo continuamente formados pelas reacgdes fisioldgicas
normais em seres humanos, tais como processos de sinalizagdo, ou para defesa
contra infecgdes. Entretanto, quando produzidos em excesso podem levar a

condigdes anormais, conduzindo a ma formacéo de proteinas, mutacdo do DNA,



53

oxidacdo dos lipideos de membrana ou modificacdo de lipoproteinas de baixa
densidade. Com isto, o funcionamento fisiolégico normal das células € alterado,
conduzindo a uma série de processos neurodegenerativos, resultando em doengas
de Alzheimer e Parkinson, ou sindromes metabdlicas, como o diabetes e a
hipertensdo, aterosclerose, artrite, envelhecimento precoce e cancer. Ainda, estes
radicais livres causam a deterioragcao dos alimentos, sendo um impasse para a seu
processamento e estocagem, gerando alteragbes negativas na cor, na textura e no
sabor. Quando o sistema de protegdo enddégeno das células falha por alguma razéo,
o acumulo dos radicais livres pode resultar em instabilidade celular, afetando sua
homeostase. Desta forma, varias substancias sintéticas sao utilizadas como
antioxidantes, tanto como medicamentos quanto para preservagao dos alimentos: p.
ex. BHT (hidroxitolueno butilado) ou BHA (hidroanisol butilado). Contudo, em fung¢ao
dos efeitos toxicos observados com o uso continuo destes compostos, como
hepatotoxicidade ou carcinogénese, eles vém sofrendo restricbes para o consumo.
Desta a forma, a busca por novos compostos derivados de fontes naturais é
necessaria, e € motivo de investigagdo intensa nos ultimos anos, o que levou a
descoberta de uma série de antioxidantes derivados de alimentos.

KIMATU, B. M. et al, 2017, isolaram fra¢des hidrolisadas por ultrafiltracdo do
cogumelo de Agaricus bisporus em po, utilizando Alcalase, Pancreatina, Flavourzyme
®, e a combinagcdo Alcalase-Pancreatina ou Alcalase-Flavourzyme. A extracao
proteica foi por solubilizagdo com acido acético glacial 5% e precipitagdo por sulfato
de amoénia e dialise. O isolado proteico foi entdo submetido a hidrolise com
ultrafiltracao sequencial. As fragcbes proteicas também foram quantificadas quanto a
composicao de aminoacidos e por tamanho molecular por eletroforese. A partir deste
passo realizaram testes do poder antioxidante: DPPH, atividade quelante de Fe?*,
poder redutor antioxidante férrico (FRAP) e inibigdo da oxidagéo do acido linoleico. Os
resultados mostraram que as maiores atividades foram para as fracdes hidrolisadas
com menos peso molecular <3kDa, variando entre as combinag¢des de enzimas.

Cordymina demonstrou atividade antioxidante por efeito protetor em ratos com
indugdo de isquemia cerebral. Doses diarias de 2mg/kg BW de cordymina
fortaleceram o sistema de defesa contra a isquemia cerebral por diminuir os efeitos
oxidativos da lesdo por patogénese. Cordymina restaurou a homeostase da agao

antioxidante associada com a lesao por patogénese no cérebro. Além da cordymina
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foram descobertos outros peptideos com atividade antioxidante de fragdes extraidas

de C. sinensis.

2.10 IMUNOMODULADORES: IMUNOSSUPRESSORES,
IMUNOESTIMULADORES E IMUNOADJUVANTES

Existem inumeras substancias que séo produzidas ou derivadas de fungos que
tém algum efeito e sdo aplicadas para interagir com o sistema imunoldégico humano e
animal. Segundo ENSHASY, 2010, os imunomoduladores sdo produtos naturais ou
sintéticos que interagem com o sistema imunologico. Eles sdo produzidos pelo proprio
organismo para manter a homeostase e uma condigado saudavel. Pode ser definida
como uma substancia, natural ou sintética, que pode suprimir, estimular ou modular
qualquer um dos componentes do sistema imunolégico. Os imunossupressores
podem ser usados para inibir qualquer resposta patoldgica apdés um transplante ou
para doencgas autoimunes, hipersensibilidade ou reagbes patoldgicas imunoldgicas
apos infecgdes. Os imunoestimuladores s&o substéncias que potencializam a
resposta imune induzindo a atividade ou aumentando a resposta de qualquer um de
seus componentes. Eles melhoram a resposta do corpo a infec¢des, alergias, cancer
e autoimunidade. Imunoadjuvantes sao aquelas substancias utilizadas para aumentar
a eficacia da vacina.

O mercado global de imunomodularores foi avaliado em USD 157,34 bilhdes
em 2018 e é estimado a alcancar USD 233,7 bilhdes até 2025, de acordo com um
relatério da Grand View Research, Inc.. A pandemia afetou o mundo inteiro causando
a quebra, fusdo ou compra de inumeras empresas, modificando sobremaneira o
cenario comercial para estes produtos daqui em diante.

Apesar de compostos sintéticos terem sido produzidos e comercializados com
sucesso, a busca por compostos naturais esta focada nos produtos de origem n&o
sintética, por sua menor toxicidade e menos efeitos colaterais. Os fungos sao
organismos que produzem metabdlitos muito interessantes que podem ser usados
como imunomoduladoras, como a revisdo de ENSHASY, H. (2010) destacou muito
bem alguns deles.

Os imuno estimulantes de cogumelo sdo um grupo de produtos quimicos que
foram investigados nas ultimas décadas e mostraram habilidades muito promissoras.

Eles se popularizaram principalmente devido ao despertar das pessoas sobre a
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importancia de se ter um sistema imunologico forte como principal barreira de
protecdo para as doencas. Na Asia, eles tém sido usados ha muito tempo como
medicina tradicional, e os ultimos estudos tém confirmado essas propriedades em
diversos aspectos, contribuindo para sua ampla aplicagdo nao sé no Japéao, China,
Coreia do Sul e paises do sul da Asia, mas também na América do Norte e a Europa
desde os anos 1980. Existem centenas de compostos encontrados em partes dos
cogumelos e seus micélios. Esses metabdlitos tém efeitos bioldégicos no sistema
imunoldégico humano e sédo derivados do metabolismo primario e secundario. Eles
podem ser isolados e estudados em modelos para medir os efeitos positivos do ponto
de vista translacional. Desta forma, podem ser produzidos por bioprocesso
fermentativo, tanto na fermentagdo em estado solido (SSF) quanto na fermentagao
liquida submersa (SmF). Eles podem ser usados como forma de tratamento profilatica,
leve e ndo invasiva, resultando na promogao da capacidade do sistema imunologico
de lutar contra patégenos infecciosos e tumores enddégenos.

Lectinas s&o proteinas altamente glicosiladas com propriedades de ligagao
especificas conhecidas ha décadas. A primeira lectina foi descoberta em 1888 a partir
de sementes de Ricinus communis e denominada hemaglutinina. A capacidade de
precipitar eritrocitos torna-os uma proteina muito versatil e facil de detectar (SINGH,
R., et al., 2010). Desde entéo, lectinas foram isoladas e caracterizadas de diferentes
fontes, como tecidos de plantas, fungos, algas, corpos fluidos de invertebrados e
membranas celulares de mamiferos (SINGH et al., 1999). Eles podem ter uma
infinidade de fungdes bioldgicas sobre os organismos produtores, como fixagcado de
nitrogénio ou defesa de insetos em plantas, regular o metabolismo de carboidratos e
atuar como intermediarios de hormdnios e foram intensamente revisados. As lectinas
podem se ligar de forma nado covalente e reversa a carboidratos, lipidios e
glicoproteinas, precipitando, assim, aqueles contendo agucares especificos. As
lectinas de cogumelos s&o caracterizadas principalmente por suas atividades
antiproliferativa e antitumoral. A primeira investigacdo sobre lectinas de cogumelos
comecgou no inicio do século passado, relacionada a toxicidade dos cogumelos,
descrita em Amanita muscaria. Posteriormente, os estudos envolvendo a identificacéo
de cogumelos comestiveis, como Lactarius deliciosus e Boletus edulis, afastaram a
ideia de que eles estivessem associados exclusivamente a toxicidade. Foram
identificados também e outras espécies de fungos como Rizoctonia solani, Aspergillus

spp., Fusarium solani, Penicilium spp., Arthrobotys oligospora, Sclerotium sclerotinia
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e Macrophomia phaseolina. Nos fungos estdo relacionados com fungbes de
parasitismo, predacao e liquenes e também de simbiose micorrizica, principalmente
como reconhecimento de sinais. Nos cogumelos eles parecem estar relacionados com
o armazenamento de proteinas, e as atividades antiviral e antibacteriana apontam
para desempenhar um papel como mecanismo de defesa tanto quanto nas plantas.
Algumas lectinas tém sido relacionadas a diferenciacéo do corpo do fruto em espécies
comestiveis como Flammulina velutipes, Coprinus comatus e atividade enzimatica
como em Pleurotus ostreatus (SINGH, R. et al., 2010). Existem algumas lectinas de
cogumelos com suas respectivas bioatividades, ja destacadas as principais
caracteristicas de cada uma. Sua ocorréncia € principalmente nos corpos frutiferos,
com menos exemplos encontrados em micélios ou meios extracelulares,
possivelmente por poucos estudos ainda realizados (Singh et al., 2010).

A revisdao de EL-MARADNY et al., 2021, traz um arcabougo robusto sobre a
histéria e aplicagdo das lecitinas derivadas de macrofungos contra agentes virais
patogénicos e infecciosos até o presente momento. Aponta que as lecitinas
glicosiladas foram muito pouco exploradas do ponto de vista terapéutico e podem
contribuir significativamente para o bloqueio de varios passos do ciclo viral, desde a

entrada até a replicagao.

2.10.1 Proteinas Imunomoduladoras Fungicas (FIPs)

Um novo grupo de proteinas biolégicas ativas foi proposto com base em suas
semelhangas nas sequéncias e atividades de aminoacidos. Eles foram isolados
recentemente de diferentes cogumelos e classificados juntos em uma nova familia de
proteinas denominadas Proteinas Imunomodulatérias Fungicas (FIPs), com alto
potencial de possiveis aplicagdes terapéuticas.

Esses tipos de proteinas tém apresentado atividades bioldgicas semelhantes
com as lectinas, como a curva mitogénica in vitro de linfécitos do sangue periférico
humano e esplendcitos de camundongo, apresentando uma curva em forma de sino
dependente da dose. Em experimentos in vivo, substancias semelhantes a FIP
mostraram atividades imunossupressoras, prevenindo a reacao anafilatica e

suprimindo a reagao diabética autoimune em camundongos (XU, et al., 2011).
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2.11 BIOPROCESSOS PARA PRODUGAO DE BIOMASSA DE MACROFUNGOS
POR FERMENTAGAO SUBMERSA

Os compostos bioativos produzidos pelos macrofungos (Dykaria) sdo inumeros
e tém sido isolados e identificados, tanto dos cogumelos quanto do micélio cultivado,
além do caldo de fermentacao, derivado do meio liquido submerso. Nesta modalidade
de producéo, os resultados apontam inumeras vantagens com relagdo ao método
tradicional de producgao de carpéforos, que é a fermentacdo no estado sdlido. Estas
diferencas sao enumeradas e comparadas na Tabela 1.

Nas duas ultimas décadas este processo tem recebido muita atengdo como um
método promissor para obtengdo da biomassa dos cogumelos medicinais e dos seus
metabdlitos, conforme a Figura 12, principalmente por ser um método veloz e

facilmente controlavel para obtencao destes produtos.

FIGURA 12 - PRODUCAO DE DOCUMENTOS POR ANO (a) EPOR AUTOR (b)
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Select year range to analyze: 1972 to 2020
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Busca na base de dados Scopus: produgédo de documentos por ano (a) e
documentos por autor (b), com as palavras Mushroom, Submerged, Fermentation.
Crescimento exponencial a partir do inicio do século 21. Prof. C. R. Soccol, segundo
colocado, com 26 trabalhos, dentre os autores mais prolificos (b). (acesso em
02/03/2021).

A maioria dos estudos tém se concentrado principalmente na producao de
polissacarideos, acido ganodérico, cordycepina, com ainda poucos estudos sobre a
produgdo de proteinas, hemaglutininas, ubiquitinas, proteinas imunomoduladoras e
peptideos bioativos (RATHORE et al., 2019; HYDE et al., 2019).

Outros estudos se concentram na producao de biomassa fungica a partir deste
método para producao de fonte de inéculo de simbiontes de espécies florestais,
principalmente ectomicorrizas (ANGELES ARGAIZ et al., 2020).

A maior parte dos estudos se concentra nos cultivos mono-especificos, ou seja,
de uma unica cepa, em detrimento das possiveis inoculagdes mistas. Apesar disso,
algumas iniciativas de fermentagdes combinadas tém demonstrado que cepas
simpaticas tém producdes superiores de enzimas, metabdlitos secundarios e
exopolimeros. SASHA HABU, 2010, experimentou a fermentacéo sinergética entre
combinagdes de cepas de Ganoderma lucidum, Cordyceps sinensis, Agaricus

brasiliensis e Grifola frondosa, principalmente para produgao de exopolimeros do tipo
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polissacarideos, testando sua bioatividade enquanto antioxidantes, antitumorais e
antimicrobianos. Alguns resultados mostraram alguma eficacia superior as culturas
isoladas, principalmente na maior atividade antiproliferativa das células tumorais de
Erlich. Porém, para a maioria dos parametros avaliados, ndao encontrou diferencas
significativas entre as monoculturas e as culturas mistas.

A produgéao de fungos com outros microrganismos de interesse biotecnologico
€ ainda rasa em relagdo ao potencial latente. Contudo, resultados destes
experimentos combinatérios demonstraram otimizagao para processos de producao
de macromoléculas, como por exemplo, a combinagao de fungos com microalgas,
promovido pela fertilizagao mutua de trocas gasosas e nao competicao pelo substrato,
aumento da diversidade de moléculas, como a diferenciacdo dos exopolimeros
produzidos nestas condicbes com relagao aos cultivos unicos, como no estudo feito
por ANGELIS, S. et al., 2011.

MARIAN PETRE et al., 2016, experimentaram o cultivo combinado de duas
especies, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus em biorreator com residuos
lignoceluldsicos bagago de magéa e de vinho, suplementado com farelo de cereais e
calcario com diferentes formulagcbes. Testaram a performance de producédo de
biomassa e % proteina em mono e co-cultivo. Apds identificarem os parametros fisico-
quimicos que interferem positivamente, tentaram encontrar uma correlagéo para
otimizacdo em biorreatores de bancada, por periodos de 20 e 30 dias, para as duas
modalidades de cultivo, com monitoramento e controle das condigbes, assim como
medi¢ao do consumo de agucares redutores por DNS e do nitrogénio acumulado por
Kjeldahl. A composi¢cdo da massa seca do substrato foi correlacionada com o
consumo de acgucares, aumento da biomassa seca e da proteina, como fatores de
conversado. O resultado mais importante nessa investigagcao foi de que a cultura
combinada apresentou valores X e Y significativamente diferentes, sendo quase duas
vezes superior ao das monoculturas, nas duas combinagdes de substrato, com alto
grau de conversao proteica, apontando que este € um caminho a ser percorrido para
futuras fermentacgdes que pretendem otimizar a producao de proteina, como € o caso
da presente pesquisa.

HAILEI, W. et al. (2013), realizaram a fermentac&o de Ganoderma lucidum para
produgao de lacases em dois tipos de reatores e obtiveram, respectivamente, 4000
U/L e 8500 U/L com frascos agitados ou reator de superficie de biomembrana. Neste

ultimo, a producéo de lacase saltou para 23000 U/L com co-cultivo de Saccharomyces
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cerevisae, sendo facilmente escalonado para um reator de 100 L, onde a producgao
alcancou 38000 U/L no oitavo dia. A producéo de lacases € estimulada por limitagao
de glicose, o que pode ser acelerado com a presencga da levedura no caldo de cultura,
além do que, os metabdlitos secundarios produzidos por esta, tais como acidos
organicos, etanol e glicerol, também funcionam como fatores de indugao para maior
secregao destas enzimas.

De forma que os cogumelos tém apresentado inumeras bioatividades, como
mencionado anteriormente, receberam um grande reconhecimento mundial. Mas o
meétodo principal de obtengao destes produtos ainda € o cultivo extensivo de campo,
in door ou out door, para obtengao dos carpoforos, apresentando diversos obstaculos
para obtencdo destes derivados em larga escala, tal como grande demanda de
trabalho para o manejo dos substratos e um tempo prolongado de fermentagéo
(TABELA 1).

No processo fermentativo o tempo decorrido entre a inoculagdo e a colheita
pode levar em média 5-7 dias em modo submerso, ou 45-110 dias no estado sdlido,
dependendo da espécie. No entanto, o modo submerso ainda necessita de
informacdes a respeito do processo em escala industrial, tais como agitacédo e seus
efeitos de cisalhamento, substrato, morfologia e reologia, pH, temperatura, inéculo e
oxigénio. Além disso, existe ainda a possibilidade de conduzir fermentagdo em dois

estagios, conforme o produto de interesse em questdo. (TANG, 2007).

TABELA 1 — Comparacgao entre os dois sistemas de fermentagao

Fator SmF SSF
Tempo Curto Longo
Manejo Facil Dificil
Contaminacao Alta /controlavel Baixa /dificil de monitorar
Energia Alta Baixa
Rendimento Alto Baixo
Purificacdo Facilitada Dificultosa

SmF: Fermentacdo submersa; SSF: Fermentacio no estado sélido Fonte: o autor (2021)

A fermentacdo submersa em biorreatores € um topico que vem sendo
investigado por varios estudos de cinética. E caracterizada pelo aumento da
viscosidade do caldo, causada por varios fatores, dentre eles, o aumento da
concentragdo celular, modificagdo da morfologia durante o crescimento, das

mudangas exercidas no meio pela digestdo enzimatica e pela secregédo de
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biopolimeros e outros produtos, que juntos alteram de forma significativa a reologia
do fluido (Y-J TANG et al., 2007). Isto € visto como um aspecto indesejavel por causar
varios problemas do ponto de vista da transferéncia de massa no suprimento de
oxigénio e da remogao do CO2, mesmo assim, é aceito como consequéncia inevitavel
das fermentagdes. Infelizmente, a relagdo entre a morfologia de crescimento e a
producdo de metabdlitos dos cogumelos ainda é desconhecida. A estrutura
multicelular do micélio resulta em heterogeneidade complexa ao longo do
comprimento da hifa, o que torna dificultoso estabelecer modelos matematicos que
predizem o crescimento e permitem o planejamento de estratégias de producgéo.

Diversos estudos envolveram a investigacdo da otimizagao da produgé&o dos
metabdlitos e da biomassa fungica em cultivo submerso, utilizando as mais diferentes
estratégias de planejamento estatistico. Um método simples e direto € a avaliagao de
um fator de cada vez (One Factor At Time: OFAT), onde sao avaliados fatores fisicos
ou quimicos de maneira independente como forma a mensurar 0 seu impacto
individual. UMESH SINGHA et al. (2020) utilizaram esta estratégia para otimizar a
producdo de biomassa miceliana em cultivo submerso de Pleurotus eryngii com
caracteristicas nutricionais melhoradas, tais como minerais e vitamina D2. A partir
desta abordagem avaliaram os fatores relevantes em frascos agitados e conseguiram
estabelecer um escalonamento otimizado para reatores de 100 L. Apds o cultivo o
micélio foi exposto a luz ultravioleta. O micélio resultante apresentou propriedades
nutricionais (micronutrientes Ca, Co e Fe) superiores aos corpos de frutificagdo, com
aumento da vitamina D2 de 4,35 ug/g para 320 ug/g, apés 20 min de exposi¢ao do
micélio em irradiagdo UV-B.

FATEMEH ASADI et al. (2021) desenvolveram um novo sistema de co-cultivo
para producdao de exopolissacarideos (EPS) derivados de Ganoderma Ilucidum
baseado na estimulagdo de compostos volateis. Apds experimentacdo com 33 cepas
de fungos e bactérias, obteve-se um aumento de até 2,2 vezes na produgéo de EPS
com co-cultivo volatil de G. lucidum e Pleurotus ostreatus. A cultura principal, G.
lucidum foi entdo submetida a cultura variavel, P. ostreatus, numa proporc¢ao de 3:1,
pH inicial de 5,0, agitagcdo de 150 rpm, e indculo de 10% apds investigagdo com o
método de arranjo ortogonal Taguchi L9, obtendo uma produgéo de 3,35 g L' de EPS.
Os detalhes deste método consistem em: (1) as culturas sao isoladas de contato direto
em diferentes vasos, conectadas por mangueiras para trocas gasosas. (2) podem

empregar desde uma até varias culturas com mangueiras de comunicagdo que
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permitem a difusdo dos compostos volateis das culturas acessoérias com a cultura
principal.

KAPRI et al. (2020) avaliaram a modificacdo nutricional de residuos
agroindustriais: residuos da banana em pé (6,6 g/L) e torta de amendoim
desengordurada (7,5 g/L), formulando um meio liquido para fermentagdo submersa
de Calocybe indica, com otimizagcao por RSM, obtiveram X= 5,3 g/L em 10 dias. O
conteudo proteico foi de 9 para 17%, a fibra alimentar de 7 para 22%, os glucanos de
11 para 27 %, além de um aumento global de todos os micronutrientes, flavonoides,
total fendlico e vitamina D, sugerindo que este bioprocesso pode ser usado para
producéo de alimentos funcionais e também pode ser explorado pela industria
farmacéutica.

LEFKI-MARIA PAPASPYRIDIA et al. (2013) otimizaram a produgao da
biomassa miceliana de Pleurotus ostreatus em SmF com conteudo de fibras e
glucanas aumentado. Utilizaram um sistema de avaliacdo de perfil metabdlico para
mais de 95 diferentes fontes de carbono, bem como o balango ideal C/N, com a
ferramenta de monitoramento de crescimento FFmicroPlate (biolog ©). Oito destes
melhores foram testados em frascos agitados, e, a melhor performance foi para xilose,
com escalonamento para o biorreator de 20 L, com 17 L de volume de trabalho, na
formulagao xilose (57 g*L-") e milhocina (37 g*L-"), com alto rendimento para biomassa
(X = 39,0 g*L"), glucanas (Y= 140 mg*g™") e fibras 625 mg*g"' de micélio seco,
indicando a alta viabilidade para producdo deste como alimento funcional e pré-
bidtico.

XIOMARA LOPEZ-LEGARDA et al. (2020) produziram uma espécie nativa da
América do Sul, Lentinus crinitus, em fermentagdo submersa com residuos
lignocelulosicos para obtengdo de polissacarideos supressores de tumor. As
condigdes otimizadas foram feitas em reator de 5 L, com 30 °C, 300 rpom e 1,5 vvm
por 4 dias. Os resultados foram X=20 g L' e Y=0,65 g/L de polissacarideos sollveis
e 3,3 mg g™' de polissacarideos intracelulares por massa de micélio seco.

MIN SUN et al. (2020) avaliaram as caracteristicas dos polissacarideos
intracelulares produzidos por fermentacdo submersa comparando com os presentes
nos cogumelos de Coprinus comatus, e comparam seus efeitos como pré-bidticos in
vitro. Nao encontraram diferencas significativas entre as duas fontes de carboidratos,
apontando para a produgado destes compostos por SmF como substituto para o

método tradicional de cultivo de carpéforos.
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BIN SUN et al. (2021) otimizaram a produgao de acido ganodérico (AG) em
fermentagcdo submersa com a estratégia de utilizar uma linhagem de Ganoderma
lucidum com alta expressao do gene responsavel pela esporulacdo. O método
consistia de estimular a esporulagao por cultivo estatico, obtendo de 2,1 até 2,6 vezes
mais conteudo de AG, quando comparado ao método tradicional de produgao de
micélio por SmF.

SHRADDHA S. KULKARNI et al. (2020) realizaram um estudo comparativo
para producdo de proteinas hidrofébicas de Pleurotus ostreatus por SmF e SSF. As
hidrofobinas sao proteinas ricas em cisteina que formam camadas associadas de
forma esponténea, podendo ser empregues em uma ampla gama de processos
industriais, tais como surfactantes, espumantes, estabilizadores de sabor, sistemas
de transporte de medicamentos in vivo, formulacbes farmacéuticas para
medicamentos insoluveis e muito mais. O rendimento de hidrofobinas da classe 1 foi
duas vezes maior em SSF em relacdo ao SmF, possivelmente em funcédo da
formulacdo do substrato a partir de tortas oleosas, indicando que a adi¢do de gorduras
no meio pode contribuir para um maior rendimento dessa classe de proteinas.

PRAMVADEE TEPWONG et al. (2012) comparam a producdo de EHS
(ergotioneina: 2-mercaptohistidina trimetilbetaina) em SmF em fungcdo das
morfologias do micélio. A formagao de pellets demonstrou um acumulo de quase 3
vezes mais de EHS (0,79 mg/g micélio seco no 15° dia) do que no micélio livre ou em
agregados (0,31 e 0,28 mg/g, respectivamente). Isso demonstra que as condigdes de
incubacao na fermentagcdo submersa podem influenciar na obtengdo do produto
desejado, e sugerem que uma baixa rotagéo (50 rpm) promove uma maior formagao
de pellets.

HONGYUN LU et al. (2020) empregaram o tratamento de ultrassom (US) para
aumentar a producdo de biomassa e exopolimeros (EPS) de Agaricus bitorquis na
fermentacdo submersa. A irradiacdo de US por 5 min na fermentacdo apos 48h
promoveu um aumento de 26% na produgédo de EPS, e serviu de estimulo para o
crescimento miceliano, que foi até 2,52 vezes maior que no controle. O motivo para
tal éxito pode ser explicado pela cinética da fermentagao, onde o tratamento promoveu
uma maior permeabilidade do pellet, aumentado a transferéncia de massa, além de
alterar as estruturas do micélio e a permeabilidade da membrana. Esta técnica aponta
para a aplicagdo do US em produgdes industriais de micélio ou outros metabdlitos de

interesse.
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AGUDELO-ESCOBAR et al. (2017) investigaram parametros abioticos para
producao de exopolissacarideos (EPS) e biomassa de Ganoderma lucidum em SmF,
tais como aeracao, pH e agitacao em reator de 5 L. O controle de pH combinado com
o estresse hidrodinamico de alta agitagao e alta aeragao favoreceu o crescimento da
biomassa e a produgdo dos EPS em quase 100% comparada com as condi¢cboes
controle.

Outras modalidades de fermentacdo também foram experimentadas e
demonstraram resultados superiores ao método da batelada simples. A batelada
alimentada em reatores de agitacao apresentou bons resultados por Zhong, J.J.
(2002), para produgao concomitante de acido ganodérico e polissacarideos. Sacarose
foi usada como fonte principal de carbono, como sendo um substrato viavel para
producdo de polissacarideos, embora as células ndo se desenvolvam bem. Neste
sentido, utilizaram a lactose como um bom promotor de crescimento celular, produgao
de polissacarideos e acido ganodérico.

Fusarium venenatum, um fungo filamentoso originalmente ndo comestivel, tem
sua biomassa amplificada em reator air-lift para produgdo continua de proteina
alimenticia do seu micélio (colheita de 30 ton h'), comercializada como Quorn®,
(WIEBE, M. G., 2002), marca pertencente hoje a AstraZeneca. Este aspecto ainda é
pouco explorado para os macrofungos comestiveis e medicinais, considerados GRAS,
mas ja € bem consolidada na China, com um mercado de cerca de 30 bilhdes de
dolares americanos na produgcdo de micélio de macrofungos como alimentos
funcionais e dezenas de outros compostos (CHANG, 2008).

A principal razao para a escolha da SmF em detrimento da SSF ¢ a facilidade
para implementacdo de ferramentas analiticas de processos, ou PAT (Process
Analytical Tools) assim como estratégias de controle que permitem a aquisicao de
dados on-line, que ndo podem ser acessados na SSF. Esta compreensao de alto
padrao dos controles e processos sao resultados de anos de estudos e pesquisas da
tecnologia de fermentagdo submersa em biorreatores. O guia PAT’ permite a
reprodutibilidade das condigdes de produgao com controle e manutengao de todos os
parametros fisicos, que foram identificados e otimizados experimentalmente,

permitindo a comparacdo continua de batelada para batelada para manter

” PAT=Process Analytical Technology) of the FDA, see
(https://www.fda.gov/downloads/drugs/guidances/ucm070305.pdf)
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uniformidade mesmo durante anos. Desta forma, a pesquisa sobre os beneficios dos
cogumelos cultivados nestas condi¢des pode ser conduzida em diferentes estudos
clinicos garantindo-se assim um padrao para os resultados (SANDARGO, B., et al.,
2019).

2.12 BIOLOGIA SINTETICA E OUTRAS ESTRATEGIAS GENETICAS PARA
PRODUGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DERIVADOS DE
MACROFUNGOS

Os macromicetos possuem um sistema reprodutivo que exibe um amplo
espectro de variagcdes do seu ciclo de vida, do comportamento sexual e dos
mecanismos de acasalamento (RAPER, C. A., 1978). Estes sdo basicamente trés
principais parametros que devem ser entendidos para o cruzamento de cepas e o
desenvolvimento de linhagens com caracteristicas desejaveis, no modo classico da
genética de melhoramento, ou genética quantitativa. O ciclo de vida define o quanto
as sucessivas etapas de desenvolvimento irdo durar, o que envolve eventos celulares
de regulacdo nuclear e da expressdo de fatores que irdo desencadear eventos
morfolégicos. O comportamento sexual se define como os padrées de eventos que
conduzem a geragao de uma prole, ou progénie fértil. Estes eventos envolvem a
migragéo e fusdo nuclear, meiose e produgao dos descendentes. Os mecanismos de
acasalamento sdo os fatores genéticos e morfologicos que controlam o
comportamento sexual. Estes trés parametros variam de maneira independente
dentro dos limites possiveis para um dado taxon (RAPER, C. A., 1978).

O ciclo de vida tipico em Basidiomycota consiste de nove passos sequenciais,
gue sao basicamente os seguintes eventos: (1) a germinacédo de um basididésporo que
dara inicio ao desenvolvimento de (2) células vegetativas, normalmente haploides,
que ira formar um micélio com nucleos geneticamente idénticos e capazes de se
propagar indefinidamente por crescimento e divisdo celular pelas extremidades das
hifas. Este micélio (homocarionte) pode ainda envolver outras formas de reprodugao
assexuada, como a formagao de oidios (esporos formados a partir da fragmentagao
das extremidades celulares) ou clamidosporos (esporos que formam uma parede
espessa ao redor da célula). (3) O acasalamento entre este micélio haploide com outro
compativel da mesma natureza por meio da fusao celular ou mais especificamente, a

plasmogamia. (4) Este evento dara origem a um micélio fértil, um heterocarionte
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denominado dicarion. Este micélio se torna estavel, e, normalmente apresenta apenas
dois nucleos distintos na sua populacdo de hifas dentro do micélio, que serao a
geracao parental. Este micélio também possui a capacidade de produzir novos
esporos assexuais, agora dicaridticos, da mesma natureza do ciclo haploide. Sob
condigbes especiais, este micélio podera desenvolver o 6rgao reprodutivo multicelular
pela geracao de tecidos especializados de estrutura e sustentacado (5) conhecida
como cogumelo, que culminarda na superficie reprodutiva, o tecido chamado
himénio(6), onde, na célula apical especializada, denominada basidio, ocorrera a
cariogamia (7), ou fusdo nuclear destes dois nucleos haploides(n), gerando um
sistema(2n) com mecanismo capaz de coordenar a recombinagdo cromossdmica
seguida da sua divisdo meidtica (8), com divisdo em 4 novos nucleos(n), agora
haploides, que irdo migrar para as extremidades, liberando esporos de resisténcia (9),
dando inicio a um novo ciclo desde (1).

Estes eventos acima apresentados estdo simplificados e generalizados, de
modo que podem apresentar inumeras variagdes dentre os taxa. Sdo governados
pelos mecanismos genéticos de acasalamento. Estes mecanismos evolvem
basicamente a agao de dois loci, A e B, nos casos de compatibilidade tetrapolar, com
o exemplo classico no fungo modelo Schizophyllum comune. Estes genes devem
apresentar alelos distintos pra que haja a fertilidade, ou formagdo do micélio
secundario estavel. De um modo geral, pode-se diagnosticar a compatibilidade pelas
sindromes apresentadas no quadro 1, que podem ser avaliadas tanto
macroscopicamente pelas caracteristicas morfolégicas da cultura em placa de petri, e
melhor ainda, pela microscopia Optica, com corantes especificos para nucleos e
parede celular.

O sistema de acasalamento tetrapolar &€ governado por dois diferentes
conjuntos de genes, onde a sua similaridade ira denotar a compatibilidade, a

semicompatibilidade ou a incompatibilidade (QUADRO 1).
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QUADRO 1 - Compatibilidade de acasalamento no sistema genético tetrapolar:

Micélio haploide

AxBx AyBx AxBy AyBy
Reagdo Reagdo Reagdo
semicompativel | semicompativel | compativel
Sem reagdo
compativel l l lr
Gene A Gene B GenesAeB
Micélio haploide compativel compativel l
AxBx Nenhum
desenvolvimento Formacgdo de
posterior Formacdo de Migragdo fibulas
fibulas e nuclear fusionadas e
pareamento migragdo
nuclear nuclear no
dicarion

Fonte: O Autor, 2021 — Este sistema & bastante difundido nos taxa

Nos sistemas semicompativeis ocorre a plasmogamia, enquanto que o evento
mais importante para a formagéao do dicarion estavel ocorrera somente quando ambos
os alelos forem compativeis, que devera ser manifestada na cariogamia final.

Com base nestes pressupostos, o microbiologista geneticista devera empregar
uma série de técnicas de cruzamentos de esporos e/ou micélios haploides a fim de
obter novas variantes com combinagdes estaveis e tentar rastrear a possivel
expressao maior para os produtos da via Biosintética de interesse. Estes
procedimentos podem ser laboriosos, mas requer, a principio, apenas um grande
conhecimento da biologia e do cultivo das cepas, ndo necessitando, supostamente,
de nenhuma outra ferramenta (aparelhos) ou reagente mais caro, sendo apenas a
capela de luxo laminar, o microscopio e alguns corantes. Isto vem sendo empregado
com sucesso pelos cultivadores de cogumelos desde meados do século XX,
possibilitando a descoberta de cepas altamente produtivas, aplicadas principalmente
na industria de cogumelos.

Entretanto, no atual momentum? tecnolégico, novas possibilidades advindas da

biologia molecular e da bioinformatica vém revolucionando a engenharia de se

8 Em Fisica significa o produto da massa pela velocidade do corpo; impulso; quantidade de movimento.
Também significa forga, impeto, pique. O momentum é produzido e deve ser imediatamente
aproveitado quando esta em acéo.
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produzir metabdlitos e enzimas especificas de modo industrial, tanto por expressao
heterologa (KATROLIA, P. et al., 2019) ou pela descoberta de vias sintéticas até entdo
ocultas dentro dos genomas dos fungos (ESKELLAN, E., 2019).

Sobre a técnica de expressdo heterdloga, KATROLIA, P. et al., 2019,
publicaram o primeiro trabalho, segundo eles, envolvendo a produ¢ao de uma enzima
fibrinolitica derivada de Cordyceps militaris expressa em uma levedura ja consolidada,
Picchia pastorius. Esta estratégia é importante para suprir a escassez de drogas para
tratamento de desordens na coagulagéo sanguinea e de doengas cardiovasculares.
A expressado heterdloga permite uma producao facilitada com boa relagdo custo
beneficio para aplicagao terapéutica, além de permitir estudos detalhados sobre esta
proteina, com analises mais completas da sua estrutura tridimensional e das
sequéncias dos sitios cataliticos. Neste trabalho, foi feita a clonagem e a expresséao
de uma enzima proteolitica com 252 aminoacidos e expressa como heterdloga
extracelular de 28 kDa utilizando a levedura Picchia pastorius como organismo de
producdo. Desta forma a estrutura macromolecular e de funcdo dos sitios cataliticos
foi inteiramente descrita pela primeira vez.

Durante o processo de coagulagao, a trombina exerce agao proteolitica sobre
o fibrinogénio, gerando a fibrina, que pode resultar em coagulos insoluveis nos vasos.
Uma série de anormalidades podem resultar em doengas graves que ameagam a vida
dos portadores, como a embolia pulmonar, o infarto do miocardio e os acidentes
vasculares por coagulagédo excessiva. O tratamento mais utilizado € a administragao
intravenosa de drogas tromboliticas, como a uroquinase, que € uma serino protease
obtida a partir de plasma humano. Este modo de obtenc¢ao pode conter virus ou outros
agentes infecciosos. Desta forma, a producéo de agentes ativadores da dissolucao de
coagulos a partir de microrganismos tem despertado grande interesse, principalmente
por serem mais baratos de produzir, além de evitar tais inconvenientes. Muitos
agentes fibrinoliticos de origem de diversos microrganismos tém sido caracterizados.
Mesmo assim, as aplicagdes ainda sao limitadas devido aos custos de produgao, tanto
pela baixa expressdo, como principalmente pelo custo elevado dos processos
downstream de separacao e purificagdo de enzimas, sendo este o principal obstaculo
para sua aplicacao industrial.

A clonagem e expressao heterdloga € uma estratégia de extrema importancia
para producdo industrial destes agentes fibrinoliticos. Também facilita a

caracterizagdo estrutural destas macromoléculas. Varios genes de enzimas
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fibrinoliticas presentes em bactérias ja foram clonados e expressados como proteinas
recombinantes (Bacillus spp. e Paenibacillus). O maior desafio ainda esta em tornar
estes agentes expressos soluveis nos organismos heterdlogos. Diversas tentativas ja
foram experimentadas em E. coli, mas expressos como corpos inativos por problemas
conformacionais. A ativagdo por novas configuragbes conformacionais feitas em
laboratorio também se mostrou dificultosa.

Organismos eucariotos como a levedura Picchia pastorius tem se mostrado
como excelentes hospedeiros heterélogos para expresséo de proteinas extracelulares
soluveis, principalmente pelas modificagbes pds-transcricionais destas proteinas.
Alguns exemplos de agentes tromboliticos ja expressos nesta levedura s&o citados
neste trabalho, demonstrando a viabilidade deste hospedeiro como produtor. Ainda, a
estrutura terciaria € um importante aspecto da atividade destes agentes.

Para se estudar as estruturas das proteinas existem métodos eficazes, como
a cristalografia e a ressonancia nuclear magnética. Todavia sao custosos, trabalhosos
do ponto de vista de tempo consumido e requerem grandes quantidades da proteina
expressa. Os estudos in silico de modelagem tridimensional baseados em homologia
de outros membros das familias proteicas com estruturas 3D ja elucidadas também
sao eficazes para predicdao das conformacgdes. Todavia, a vantagem destes ultimos
sistemas é muito maior, do ponto de vista da sua facilidade e baixo custo envolvido.
Ha muito pouco publicado sobre a estrutura tridimensional dos agentes fibrinoliticos e
quase nada sobre os agentes derivados de fungos. E de extrema importancia para se
estudar os efeitos no sangue e as suas atividades anticoagulantes se conhecer a sua
estrutura. Ja foram reportados inumeros compostos derivados de cogumelos com
atividades fibrinoliticas, entretanto, até este trabalho (KATROLIA, P. et al., 2019),
nenhuma clonagem ou expressao heteréloga a partir de genes de cogumelos havia
sido publicada. Cordyceps militaris € uma espécie de fungo da medicina tradicional
chinesa que tem sido reportado como importante produtor de compostos bioativos.
Este grupo ja tinha isolado e caracterizado duas novas enzimas com atividade
fibrinolitica derivadas deste fungo em estudos prévios. Neste estudo eles
demonstraram a clonagem e expressao de uma destas enzimas em uma levedura e
fizeram a sua caracterizacao estrutural, os residuos ativos e atividade catalitica dos
seus dominios ativos, e afinidade pelo substrato destes sitios. Este modelo de trabalho
tem um grande nivel de adaptabilidade devido aos protocolos consolidados e

permitem que sejam realizados uma gama infinita de novos Bioprocessos, tanto
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envolvendo a producido de peptideos ou enzimas de interesse terapéutico, como
outras modalidades de macromoléculas por fermentagcdo em biorreatores.

Outras estratégias de engenharia para biossintese de produtos naturais em
fungos foram discutidas no artigo de revisdao de ESKELLAM, E., 2019. O genoma
fungico apresenta varias sequencias ocultas para vias de biossintese, que foram
reveladas a partir do sequenciamento e suas anotagdes. Estas sequéncias foram
recentemente identificadas, compreendidas e aplicadas formando um grupo de genes
denominado como agrupamentos de genes para biossintese (BGCs, Biosynthetic
Gene Clusters) para producao de produtos naturais (NPs — Natural Products). Os
diversos metabdlitos, tais como hipoglicémicos (lovastatina), antibiéticos
(pleuromutilina, penicilina), imunossupressores (acido micofendlico e as
ciclosporinas), além de varias outras moléculas com aplicagbes variadas ja
mencionadas anteriormente.

A complexidade dessas vias metabdlicas apresenta infinitos obstaculos para
sua aplicagdo em escala industrial e para a descoberta de novas drogas. Estes NPs
sao produzidos em pequenas quantidades apenas como respostas a estimulos
ambientais especificos. Desta forma, sao dificeis de se avaliar em laboratério. O
restabelecimento do interesse da industria farmacéutica sobre esses compostos fez
ressurgir novas estratégias de rastreamento, que inclui a genébmica como uma
ferramenta interessante.

Neste sentido, a revisdo indica trés categorias para a engenharia de
Bioprocessos na obtencédo de NPs: (1) a perturbagdo dos reguladores de transcrigao
global, que podem “acordar’” o maquinario de biossintese, resultando em uma
variedade nova de NPs, mas é imprevisivel e dificil de controlar. (2) a manipulacéao de
vias de biossintese tanto no hospedeiro nativo quanto por expressao heterdloga, que
pode ser focada capacitando a compreensao da fung¢ao desta via de acordo com a
expressdo de cada gene, o que pode conduzir a uma série de descobertas sem
precedentes, mas que é laboriosa. (3) Enzimas especificas podem ser empregadas
para o uso nestas vias sintéticas adaptando-se a sua aplicagao para produgao de NPs,
tanto in vivo quanto in vitro.

Estas trés categorias, de acordo com o artigo, podem ser combinadas em uma
série de modelos, com aplicagbes biocataliticas ainda sem precedente. A formagao
de cepas com indugdo da expressao génica por desligamento ou religamento de

fatores de controle dos genes alvo, assim como a engenharia enzimatica para criagao
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de quimeras. Além disso, a técnica recente de edigdo gendmica CRISPR-Cas9 ainda

pode ser amplamente aplicada.

2.13 PATENTES

A contribuigdo dos produtos naturais no desenvolvimento e descoberta de
novos farmacos € inquestionavel. De acordo com NOGUEIRA, R.C. et al., 2010, as
descobertas dos ultimos 25 anos até entdo tiveram quase 80% de derivados obtidos
a partir da mimetizacédo ou sintese com base em produtos naturais para os agentes
anticancer. Nos anos 1990, novamente, 80% das drogas de um modo geral eram
produtos naturais ou analogos inspirados nestes. A industria farmacéutica acabou por
diminuir essa proporgéo de escalonamento por basicamente 3 fatores: as triagens de
alto rendimento, a quimica sintética combinatéria e a legislacdo sobre a
biodiversidade. O desenvolvimento destas tecnologias levou as industrias a acreditar
que a descoberta de novas drogas seria otimizada. Em funcdo da extrema
complexidade dos bancos de dados a partir de produtos naturais, este se mostrou
incompativel com as triagens de alto rendimento nos anos 1980.

As dificuldades geradas pela legislagado sobre acesso a biodiversidade e aos
conhecimentos tradicionais também contribuiram pra o declinio das pesquisas a partir
de produtos naturais, principalmente pelo setor privado. A convengao da
Biodiversidade no Rio de Janeiro, em 1992, serviu de marco regulatorio para que os
paises definissem a sua legislacdo sobre os recursos biolégicos da biodiversidade,
principalmente alterando a nogdao de quem eram os verdadeiros proprietarios,
definidos agora como os paises e as comunidades de origem, e ndo como uma
heranca comum da humanidade. A partir dos acordos formados desde entado, a
maioria dos pedidos de patentes envolvendo plantas nativas brasileiras entre 2003-
2008 foram de institutos de pesquisas publicos e universidades brasileiras. Entretanto,
deve-se notar que o fato de se declarar que uma molécula bioativa é derivada de
sintese e nao de produto natural derivado de bioprospeccado ou de farmacdéforos
baseados em isolados da biodiversidade brasileira, o inventor pode se esquivar dos
problemas com partilhas e concessdes destas patentes. Considerando que 95% dos
depdsitos de patentes séo feitos nos paises desenvolvidos (figura 13), isso pode

representar um problema em potencial.
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FIGURA 13 — Nuvem para o numero de patentes por jurisdicdo
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(fonte: lens.org). Busca com as palavras chave “bioactive peptides”: Brasil (28) vs. EUA
(91.332). acesso em out/2020

Hoje em dia, com a ascensdo de novas ferramentas, a pesquisa farmacéutica
experimenta um reavivamento pra triagens a partir de produtos naturais. Neste
sentido, a legislagdo brasileira tem se adaptado para garantir o acesso a
biodiversidade pelos setores publico e privado, assim como para as patentes de
protecdo das descobertas geradas.

A Resolucéao INPI 187, de 27 de abril de 2017, dispbe sobre os procedimentos
para a apresentacao da Listagem de Sequencias em meio eletrénico e as regras para
a representacdo de sequencias de nucleotideos e de aminoacidos na Listagem de
Sequéncias. Em abril de 2020, o mesmo INPI, publicou as Diretrizes de Exame de
Pedidos de Patente na Area de Biotecnologia, estabelecendo os requisitos, as
condigdes e as matérias excluidas (ndo consideradas invengdes) e sobre os pedidos
de patentes envolvendo componentes do Patriménio Genético Nacional.

Um pedido de patente nos Estados Unidos (KRISTIANSEN, B., 2009;
US2009/0005340 A1) reivindica a protecao para produgado de compostos bioativos
derivados do cultivo celular submerso de basidiomicetos. Estes compostos
compreendem todos os derivados extra e intracelulares produzidos a partir da
fermentacdo em biorreatores, que incluem principalmente polissacarideos com
atividade imuno-estimulante ou anticancer. Ele também reivindica a protecéo sobre
varios compostos de outras classes, incluindo varias modalidades de peptideos.

Outro pedido de patente encontrado envolvendo peptideos bioativos derivados
de cogumelos foi DERUN, Z., 2018; CN107638560, que reivindica um método para
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preparagao de PBM a partir de carpoforos desidratados ou frescos de cogumelos
comestiveis medicinais. O método inclui a trituracdo, homogeneizacgéo, hidrolise
enzimatica centrifugagao, esterilizagcao e ultrafiltracdo. Indica a adicédo de celulose,
enzimas derivadas de cogumelos, protease neutra e papaina, na proporgao de
1:1:1:2, adicionando entre 5000-10000 unidades de enzima por grama de cogumelo.
A reacao enzimatica ocorre a 60 °C por 3 a 6 h, com a desativacao das enzimas,
centrifugacgéao, esterilizacdo e ultrafiltragdo para obtengédo de fluido peptidico com
limiar molecular de 5000 Da. O preparado pode ser usado para producdo de po
liofilizado e comercializado em capsulas ou emulsdes orais liquidas. As indicacdes
farmacolégicas sdo nutricdo, melhora do sistema imune, prevencao de tumores e
de

cardiovasculares e cerebrovasculares, ansiolitico, tranquilizante, umidificante dos

virus, antisséptico, anti-inflamatoério, tratamento preventivo doencas
pulmbes, eliminador da fleuma, dentre outros.

Nas buscas feitas por patentes no Brasil, apenas 11 pedidos foram encontrados
e estdo apresentados no quadro 2. Como se percebe, o pais ainda tem um vasto
campo para exploragdo de patentes dos potenciais dos peptideos bioativos e

principalmente dos derivados de cogumelos.

QUADRO 2 - Busca por patentes no pais (INPI) para peptideos bioativos

Data
01/04/2019

Titulo?
Método de obtencao de PB inibidores de Phytium insidiosum

18/04/2017

PB peguilhados e seu uso

22/11/2016

Processos para obtencao de PB derivados de cristas e barbelas de
frango

29/08/2016

Processos de fracionamento para producao de proteinas, PB e
coprodutos derivados de biomassa microalgal

21/01/2014

PB curtos para cicatrizacdo de ferida

29/07/2013

Processos de obtencdo de PB multifuncionais

06/07/2010

Composicdo compreendendo aminoacidos ou PB e 6leo marinho em
uma emulséo éleo-em-agua estavel, processos de producao e seus
usos

27/12/2007

Composicao compreendendo PB curtos para modulacao celular e
imunoldgica

12/12/2007

Genes de éxon Unico que codificam PB

26/11/2004

Processo de conversao em plantas de pro-peptideos em PB, através
da atividade proteolitica controlada, utilizando vetor e cassete para
expressao de uma enzima capaz de realizar esta conversao, plantas
transgénicas e hibridos derivados contendo cassete de expressao e
uso e composicao farmacéutica das proteinas recombinantes assim
produzidas

28/07/1997

Processos para fabricacdo de implantes contendo PB

(fonte: o autor, 2021):

no Titulo em 03/06/2021. '"Nesta tabela o termo “peptideos bioativos” esta abreviado nos titulos como PB

busca no site do INPI (www.inpi.gov.br) pelas palavras-chave “PEPTIDEOS BIOATIVOS”
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3. MATERIAL E METODOS

O fluxograma geral para obtencao e avaliagdo de peptideos bioativos a partir
de macromicetos, tanto diretamente dos carpoéforos quanto do micélio cultivado em

fermentagao submersa, é apresentado na figura 14.

FIGURA 14 — FLUXOGRAMA GERAL PARA OBTENCAO DE PBM
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FONTE: O autor (2021).

Fluxograma generalizado para obtengédo de PB derivados de macrofungos.

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

O Centro de Biotecnologia Agroindustrial e Agroalimentar do Parana
(CENBAPAR), da Universidade Federal do Parana (UFPR), dispbe de uma colegao

de pouco mais de uma centena de cepas de macrofungos mantidos em preservagao
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no seu biorrepositorio. Destas, foram selecionadas 24 cepas de 9 géneros e 13

especies para os bioensaios do presente trabalho, listados na tabela 2.

TABELA 2 — LISTA DE CEPAS DA COLECAO CENBAPAR UTILIZADAS

Numero Género Espécie CEPA

1 Cordyceps C. sinensis CORD | ou C1
2 CORD Il ou C2
3 CORD lll ou C3
4 CORD IV ou C4
5 CORD V ou C5
6 CORD VIl ou C6
7 CORD Vil ou C7
8 CORD Vil ou C8
9 Pleurotus P. ostreatus P09

10 CP50

11 Pleurotus P. sajor-caju P22

12 P. djamor PdjCH

13 Ganoderma G. lucidum GL112

14 GLCG144

15 GL

16 G. curtisii Geurt

17 Lentinula L. edodes L6602

18 L6609

19 Grifola G. frondosa GFC

20 Schizophyllum S. comune Scom

21 Flammulina F. velutipes Flam1

22 Melanotus M. alpiniae Malp

23 Agaricus A. blazei Ab5

24 A. bisporus Ab1

Além disso, foram feitas cerca de uma dezena de coletas em diferentes

localidades e ocasibes, a fim de obter novos isolados com potencial de prospecgao

biotecnolégica. Foram obtidos 42 isolados estaveis a partir de 179 tentativas

(Apéndice), detalhados na tabela 3 (Resultados).
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3.2. METODOS DE ISOLAMENTO

Foram avaliadas algumas estratégias para o isolamento de novas cepas com
base na literatura e na experiéncia adquirida. O principal método utilizado foi o
explante de tecidos internos do corpo de frutificagdo, cortando fragmentos de tecido
do himénio, da trama da lamela, da subsuperficie do pileo e do estipite, com cerca de
2-5 mm de didmetro, com uso de ferramentas de microbiologia e semeadura direta na
superficie de meios semissolidos, carboxi-metil-celulose extrato de levedura (CMCY),
batata-dextrose-agar (BDA), extrato de malte agar (MEA) ou MCM, em placas ou
tubos. Outras estratégias também foram testadas, como o uso de micélio
macroscopico do substrato ou semeaduras de solucdo de esporos e papel toalha

simples umedecido e autoclavado e incubacéo a 24 °C em auséncia de luz.

3.3. METODOS DE PRESERVAGAO

As culturas foram mantidas em tubos de ensaio com meio inclinado, com
transferéncia periodica de até 3 meses, mantidos a 4 °C. Além disso, a preservagao
das culturas em médio e longo prazo também é necessaria e foram realizados testes
de preservagdao como a hidrostase ou a vaselina liquida, ambos em temperatura

ambiente, ou ainda, a criopreservagéao (-20 °C e -80 °C).

3.4. MEIOS DE CULTURA

Foi utilizado o meio semissélido para a maioria dos isolamentos, com
variacdes da composicao entre BDA, MEA, MCM, CMC e CMCY. Outras estratégias
também foram avaliadas, como a semeadura direta em meio sélido: papel toalha puro
ou papel toalha simples suplementado com 0,5% farelo de trigo, umedecidos a cerca
de 60%. Todos os meios foram auto clavados a 121 °C por 15 min.

Apods o isolamento das cepas estaveis o micélio foi amplificado em meio
liguido para fermentacdo submersa, que foi selecionado o MCM, ou Mushroom
Complete Medium, com a principal fonte de carbono a glicose (dextrose), com
nitrogénio composto de extrato de leveduras e peptona, mais adigdo de alguns sais

inorganicos, e pH ajustado para 5 a 6 antes da autoclave, detalhado no Quadro 3.
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QUADRO 3 — Meio de cultura para fermentacgao liquida e sua composic¢ao:

MCM (Mushroom Complete Medium)

Componente Quantidade (g/L)
Glucose (Dextrose) 20-30
Extrato levedura 3
Peptona 2
Fosfato potassio monobasico 0,46
Fosfato potassio dibasico 1,0
Sulfato magnésio 0,5

Referéncia: JEONG, YT. et al., 2009, com modificagdes

3.5. SELECAO DE INOCULOS E FERMENTAGAO SUBMERSA (SMF)

Antes da SmF, o crescimento das cepas foi mensurado quanto a sua cinética
de crescimento linear da col6nia na superficie do agar na placa de Petri de 90mm.
Desta forma, a taxa de crescimento radial especifica (u), para biomassa (X) em fungéo
do tempo (t) seguiu o modelo da equacdo 3.1, com graficos apresentados no
apéndice.

Equacao para estimativa da p:
Xt = Xoett (3.1)
Xt/ Xo = ekt

Aplicando logaritmo em ambos os lados,
loge (X¥/ Xo) = pt
In Xt—In Xo = pt
M=(InXt—InXo)/t (3.2)

Assim, o valor de y pode ser obtido de um grafico de In X pelo tempo,

conforme a equacgao 3.3

b=(nXa—InX1)/(2—t1) (3.3)

Que pode ser convertida para logaritmo decimal:

b = (log X2 — log X1)/ 2,3026(t2 — t1)  (3.4)
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Neste caso entdo adotou-se X como sendo a medida do comprimento do
didmetro de expansao do micélio (L), em mm, em triplicata, e o tempo (t) em dias.

Um dos pontos importantes deste tipo de medig¢ao é a observagao do padréo
de expansao do micélio, que demonstra de maneira simples e rapida se a cepa esta
sofrendo alteragdes genéticas ou fisiologicas, ou pleomorfismos, conforme o grau de
setorizagdo ou mudangas na taxa de crescimento radial da colénia. Estes dados
devem ser registrados para comparagdo com novos cultivos apds longos periodos
de preservacao, de forma a se avaliar ndo s a qualidade da cepa, como a eficacia
do método (de preservacdo). A medida do didmetro com paquimetro permite
precisao na coleta dos dados e o grau de desvio padr&do nestes valores equivale ao
grau de setorizagéo ou irregularidade. Os isolados que foram reativados a partir da
hidrostase e mantiveram o maior grau de regularidade (sem setorizagéo), foram
entdo selecionados para produgao de indculo no cultivo submerso. Discos de agar
com micélio de 5 mm de diametro foram cortados com auxilio de pipetas de vidro
esterilizada, preferencialmente retirados da borda da colénia, a partir da placa de
Petri. Estes discos foram semeados nos frascos em Erlenmeyer de 250 mL com rolha
de algodao e gaze (entre 5-10 unidades), 67 mL de meio liquido MCM, incubados a
24-26 °C, com pH ajustado por faixa de otimizagao de acordo com a literatura (pH
5,5 -6,5) com HCIl ou NaOH 2M, antes da autoclavagem, a 121 °C por 15 min.

As condigbes de cultivo submerso variaram para algumas cepas, a saber,
shaker de rotagao orbital 5 cm (TECNAL) entre 120-144 rpm, 24-26 °C, 5-21 dias,
ou estacionario na mesma faixa de temperatura ou ainda uma combinacido de

ambos, preferencialmente em auséncia de luz.

3.6. SEPARAGAO DA BIOMASSA DO CALDO DE FERMENTAGAO

Para separacdo da biomassa foi realizada filtracdo simples em papel filtro,
com lavagem sucessiva do retentato (biomassa) com agua deionizada. O material
do retentato foi entdo prensado com espatula para remover o restante de agua,
ressuspendido em agua, filtrado e prensado novamente. O agregado de micélio em
um bloco unico foi submetido a secagem em estufa por temperaturas entre 36-60 °C
e 12-24 h, até a massa constante. O material seco foi pesado em balanga analitica,
em seguida macerado em gral e pistilo até a menor granulometria possivel,

armazenado em tubos fechados e conservado a -20 °C até a liofilizagao.
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3.7. ROMPIMENTO CELULAR E PURIFICAGAO DA FRAGAO PROTEICA

O micélio em p¢ liofilizado de cada cepa foi ressuspendido em agua ultrapura
esterilizada com pH ajustado previamente para 10 com NaOH 2M, na proporg¢ao de
1:15 (m/v). Essas solugdes foram submetidas a ultrassonicagao para rompimento
celular nas seguintes condigdes: 20-40 ciclos de 30s, na poténcia de 80w,
intercalados por 30-60s de descanso, sempre com tubo imerso em banho de gelo,
etanol 20-30% e NaCl 2%, para manutencao da temperatura entre -2 € 5 °C, até que
a viscosidade da suspensao diminuisse a uma razao aparente constante.

Apés a ultrassonicagao a solugao foi deixada em repouso overnight a 4 °C,
medindo-se o pH e, caso necessario, ajustando-se o mesmo novamente para 10. Foi
entdo realizada a centrifugagéo a 3500-4000 rpm por 20 min, preferencialmente a 4
°C, para separacao dos debris celulares. O precipitado, constituido das fragdes
celulares nao soluveis, foi entdo separado e preservado a -80 para possiveis
extragdes de DNA subsequentes. Foi entdo ajustado o pH do sobrenadante para 4,
novamente centrifugado nas mesmas condigdes, preferencialmente a 4 °C, para
precipitacdo das proteinas, separando-se o sobrenadante e o precipitado. O pellet
precipitado representa a fragdo proteica, e o sobrenadante outros polimeros e
substancias diversas. Em ambas as fragdes foram realizadas quantificagdes de
proteina por Bradford, Lowry ou BCA, de modo a verificar a eficacia da recuperacéo,
que variou de acordo com a cepa, o0 método ou a espécie de origem (dados nao
apresentados). O precipitado proteico foi liofilizado (12-24h a -40 °C), pesado na

balanca analitica e armazenado a -80 °C.

3.7.1. Avaliagao de um método alternativo de extragao proteica

Um outro protocolo de extragdo de proteinas foi testado para as cepas da
Tabela 2 (Resultados). A extracdo aquosa simples é recomendada como um método
rapido e eficaz para obtencdo de proteinas soluveis do micélio. O micélio seco e
macerado obtido a partir da fermentacdo submersa foi ressuspendido em agua
ultrapura esterilizada, na referida propor¢céo de 1:15 (m/v), e foram realizados trés
ciclos subsequentes de extracdo (com 10, 5 e 5 mL de H20 ultrapura), agitando-se
em vortex por 1 min, mantendo-se em banho ultrassénico por 6 min na poténcia de X

e entdo centrifugando-se (20 min, 3000 rpm, 6°C) para separar o precipitado do



80

sobrenadante. O precipitado foi encaminhado para o préximo ciclo de extracdo. No

ultimo ciclo nao foi realizada centrifugagdo. Os extratos foram entdo reunidos.

3.8. SEPARAGAO DAS FRAGOES PEPTIDICAS

O pellet proteico recuperado na secédo 3.7, armazenado a -80 °C, foi
descongelado e foram pesadas quantidades entre 0,05 e 0,1 g para suspenséao. As
fragdes com maior dificuldade de solubilizagdo foram submetidas ao banho de
ultrassom por alguns ciclos em baixa intensidade, até que os grumos se
dissolvessem completamente. Como solventes, foram testados agua ultrapura ou
tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,8, na propor¢ao de 1:5, medido a concentragao proteica
por Bradford, Lowry e BCA, quando possivel, antes e depois das operagdes de
separacgao por ultrafiltragem.

A ultrafiltracdo foi realizada com tubos de fundo cdnico de membrana
tangencial (Cytiva/Sartorius/GE®), para volumes de até 20 mL. As membranas
utilizadas tinham valores de limiar de peso molecular nos valores de 3, 5 e 10 kDa.
A sequéncia de ultrafiltragcédo foi realizada a partir do menor para o maior limite de
peso molecular, com passagem prévia pela membrana de 0,22 uym, antes da
centrifugacédo por 20 min a 4000 rpm nas membranas tangenciais. O volume
resultante de filtrado e retentato foi medido com micropipeta, baldo volumétrico de 5
mL e balanga analitica.

Para cada fragao foi feita novamente a medigao proteica, por Lowry. A fragao
de mais alto peso molecular (>10kDa) foi considerada livre de peptideos endégenos
e foi separada par ser submetida a hidrélise enzimatica. As fragdes de peptideos
endogenos obtidas foram identificadas e armazenadas a -80 °C para ulterior triagem

da atividade bioldgica.

3.9. HIDROLISE ENZIMATICA E SEPARAGAO DAS FRAGOES PEPTIDICAS

A preparacao e obtencgao de peptideos por hidrélise enzimatica foi feita a partir
do preparado enzimatico proveniente do Federal Research Centre (FRC)
‘Fundamentals of Biotechnology” (Russia), Protolicheterm-145, derivado de
fermentacdo com Bacillus licheniformis mutante, conservado na forma de po

particulado, a 4 °C, com 10.000 U/g. A estabilidade e atividade desta enzima foi



81

avaliada por KOSTYLEVA et al. (2016), que demonstrou que o pH tem pouca
influéncia na estabilidade, sendo tolerante (100%) entre 5 e 10. Ja a temperatura de
maior estabilidade esta em 30 °C, decaindo rapidamente em temperaturas a partir
de 50 °C (30%). Também avaliou a melhor faixa de pH e temperatura para atividade:
pH entre 7-9 (80 a 100%), e a temperatura 50 °C (KOSTYLEVA, E.V. et al., 2016).

Deste misturado, foi separado 0,46 g e suspendido em 5 mL de tampao
carbonato bicabornato de sddio 0,1 M pH 9,52, agitado em vértex por 1 min até
suspensao completa das particulas. A solugéao foi entdo centrifugada em ultrafiltro de
membrana tangencial com limite de 10 kDa, a 3500 rpm, por 20 min, de modo a
purificar a mistura enzimatica de peptideos e outras substéncias menores, e
aumentar a concentracao proteica. O retentato >10 kDa foi ressuspendido no mesmo
tampéo e foram comparadas as concentragdes antes e depois da filtragem pelo
método de Bradford. Partindo-se da concentragao final calculou-se o volume de
suspensdo da protease necessario para digerir os precipitados proteicos na
propor¢ao de Enzima/Substrato (E/S) de 0,02 g/g. Os volumes foram misturados e
agitados com vortex por 1 min, incubados a 50 °C e foram medidas as concentracdes
de proteina a cada hora de digestao, até 3h, sendo interrompida com incubacéo em
banho a 100 °C por 3 min. O grau de hidrdlise (D.H.) foi calculado de acordo com:

((Conc. inicial — Conc. final) /Conc. inicial) *100 (Eq. 3.9)

Este ensaio foi repetido para protedlise dos extratos aquosos, com diferencas
na relagéo E/S (0,1 g/g), temperatura (37 °C) e o tempo (1h) de incubagao.

Apos a etapa de hidrolise e interrupgdo, as amostras foram submetidas a
ultrafiltracdo por membranas tangenciais de limite de peso molecular, conforme

descrito no item 3.8.

3.10. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINA

Considerando que a composicao da amostra € um fator crucial para a
escolha do método de quantificagdo proteica, e que as amostras apresentam
proteinas desconhecidas quanto a sua natureza e composi¢ao, foram avaliadas trés
metodologias para quantificagao de proteina soluvel: Bradford (BRADFORD, 1976),
Lowry (LOWRY et al., 1951) e o método do acido bicinconinico ou BCA (BROWN,
1989). Por exemplo, uma amostra proteica rica em residuos de arginina produzira

resultados artificialmente altos em Bradford, indicando que os resultados mais
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precisos serao alcangados por Lowry ou BCA. Por outro lado, amostras ricas em
residuos de cisteina irdo produzir resultados artificiais elevados em BCA, mas isso
nao devera ter efeito sobre Bradford ou Lowry. De um modo geral, os trés principais
meétodos colorimétricos foram escolhidos, Bradford, BCA e Lowry, pois as amostras
representam proteinas desconhecidas quanto a sua natureza e composicao.

Dessa forma, sempre que possivel, os trés testes foram realizados nas
amostras de maneira concomitante para permitir comparacdes dos resultados. Os
tampdes de extracdo foram analisados quanto a sua interferéncia na sensibilidade
dos testes, que conforme a indicacao do fabricante, a sua concentragao era segura.

Os ensaios para determinagdo da concentragdo de proteina seguiram as
recomendac¢des dos manuais do fabricante, conforme o tipo do ensaio e conforme a
disponibilidade do reagente. Foram feitos em microplacas transparentes de 96 pogos
e as absorbancias foram determinadas no aparelho Biotek® PowerWave XS, de
acordo com os comprimentos de onda recomendados para cada modalidade de
ensaio.

O resultado da construgao da curva padrao, que foi feita com albumina do
soro bovino BSA (Bovine serum albumine, Sigma-Aldrich e Pierce), e os detalhes

para montagem dos ensaios estao descritos no apéndice 1.

3.11. TESTES DE BIOATIVIDADE

As fracOes ultrafiltradas obtidas foram submetidas aos testes de bioatividade
apos determinagdo da concentragédo proteica em ug/mL pelo método de Lowry. A
concentracao proteica das amostras foi ajustada, para 100 pyL/mL, sempre que
possivel, por meio da diluicdo, a fim de comparar amostras diferentes na mesma
concentragédo. No entanto, como a faixa de concentragdo da maioria das amostras
obtidas foi de 540 a 7,8 yL/mL, algumas amostras foram avaliadas em concentra¢des

menores (nao foi realizado concentragéo das amostras).

3.11.1. Limpeza do radical DPPH (poder antioxidante)

O ensaio para limpeza do DPPH foi desenvolvido conforme ZHONG, W., et

al., 2013. Primeiramente diluiu-se o DPPH na seguinte proporcdo para uma
concentragéao final de 4 mM: 0,0043 g DPPH em 95 mL EtOH (99 %) e 5 mL dH20,
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que foi estocado no escuro a 4 °C e preparado 2 h antes do uso. Para o ensaio de
reacdo tomou-se 100 yL amostra e 100 yL DPPH 4 mM, em triplicata, na placa
transparente de 96 pogos, com incubagao por 1h escuro e temperatura ambiente e
leitura a A 517 nm. A reagao positiva torna a coloragao do roxo para o amarelado.
Para controle positivo utilizou-se o Trolox. Para controle negativo utilizou-se solugéo
salina (NaCl 0,85 %)

Calculo da % de limpeza: ((contrl DPPH + salina) — amostra)/(contrl+) Eq. 3.11

3.11.2. Inibigcao do crescimento microbiano (bactérias Gram positivas,

Gram negativas e levedura (Candida albicans)

O teste de inibicdo do crescimento por medi¢ao da turbidez por refracdo a 600
nm consiste em desafiar as cepas de microrganismos com os extratos ou compostos
de interesse e medir a sua resposta assim como um teste antimicrobiano. As cepas
de microrganismos patogénicos (Enterococcus faecalis HC, Pseudomonas
aeruginosa HC, Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus MRSA
HC, Escherichia coli ATCC35218, Escherichia coli ATCC25922, Klebsiela
pneumoniae ATCC700603, Candida albicans e Samonella typhimurium) foram
reativadas a partir de amostras preservadas no ultrafreezers -80 °C, transferindo-se
10 uL da suspensao dos tubos de criopreservagao para 2,0 mL de caldo Mduller-
Hinton (MHB), homogeneizado em vortex por 10 s e incubado por 24 h a 37 °C. O
caldo foi entdo semeado por esgotamento da alga em MH agar para obtengéo de
UFCs. As colbnias serviram para testes de confirmacdo da identidade do
microrganismo e para inoculo dos ensaios de inibicao de crescimento, incubado por
mais 24h a 37 °C. A partir das colbnias foi entao feita uma diluicdo em salina até a
escala 0,5 de McFarland. Esta suspensio sera usada como indculo para os testes
dos ensaios de inibicao de crescimento em microplaca, que € incubado por mais 24h
a 37 °C. Cloranfenicol foi usado como controle positivo de inibicdo, com uma solugao
6,19 umol/L em agua ultrapura e esterilizado apds passagem por membrana de 0,22
pm.

Placas de 96 pocos estéreis foram entdo preenchidas com 100uL das
amostras, previamente descongeladas e equilibradas a temperatura ambiente, em
triplicata para cada cepa de microrganismo. A seguir, foram pipetados 80 pL do caldo

MH, e 20 pL das suspengdes salinas com microrganismos no grau de turbidez 0,5
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McFarland, previamente preparadas para cada uma das cepas. Para o controle
negativo, a amostra foi substituida por salina pura, e, no controle positivo, a amostra
foi substituida por Cloranfenicol. Apds a pipetagem a placa foi coberta com a tampa,
levemente homogeneizada por movimentos circulares curtos e imediatamente
incubada na estufa 37 °C, por 24h, quando foi feita a leitura de absorbéancia no leitor

de placas Biotek® a 600 nm.

3.11.3. Ensaio de Inibigado da atividade enzimatica ACE

O ensaio para quantificagéo da inibigao da atividade da enzima conversora da
angiotensina foi feito com o uso do kit Angiotensin | Converting Enzyme (ACE)
Activity Assay Kit (Fluorometric), Sigma-Aldrich, Catalog Number CS0002.

O kit adquirido é baseado na clivagem de um peptideo fluorogénico sintético;
A medida da fluorescéncia é resultado direto da atividade de ACE. Desta forma, o
controle positivo do kit pode ser usado como rastreador de inibidores para ACE. Tem
um alcance linear do método é de 1,5-110 mU de atividade de ACE.

Uma unidade de ACE ¢ definida pela quantidade de enzima que libera 1 nmol
de produto fluorescente a partir do substrato, em 1 min, nas condi¢des do ensaio, a
37 °C.

Para este ensaio foi utilizado um aparelho de leitura de fluorescéncia do
Departamento de Fisiologia, do Setor de Ciéncias Biologicas, UFPR, Infinite® M200
- Tecan (Austria). Também foi utilizado placa negra modelo Cornig™, com tampa
transparente e fundo opaco, com agitacdo programada para reagao dentro do
aparelho.

O procedimento para ensaio de inibicdo esta descrito a seguir:

1. Descongelar todos os componentes e equilibrar a temperatura ambiente

antes do uso.

2. Centrifugar brevemente os vials antes de abrir.

3. Preparar todas as diluicbes especificadas imediatamente antes de aplicar
0 ensaio
Diluir o Controle Positivo 500 x no tampé&o (4uL Ctrl+ /2000 pL tampao).
Todas as amostras devem estar num volume final de 50 uL

O branco da amostra é 50 pL de tampéo

N o o b

Diluir 10 yL do padréo em 90 pL tamp&o
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8. A solucao padrao diluida é adicionada em fragdes progressivas nos pogos

da placa de 96, em duplicata, na seguinte razdo: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 pL,

gerando uma solugdo 10-! nmol/pogo de padrao.

9. Trazer o padrao para o volume final de 100 uL com adi¢cao do tampao,

segundo o QUADRO 4:
Padrao diluido 10x yL | Volume de tampao pL | Padrao por pogo(nmol)

0 100 0

1 99 0,1
2 98 0,2
3 97 0,3
4 96 0,4
5 95 0,5
6 94 0,6
8 92 0,8

10.Pipetar todas as amostras para teste no volume de 25 uL, em duplicata,

mapeando a localizacao e incluir o branco (tampao) e o controle positivo

para inibigdo (captopril previamente diluido).

11.Diluir o substrato 100x no tamp&o para uso de 50 uL por pogo, ou seja,

para 80 pocos utilizou-se 40uL do substrato diluido em 3960 uL do tampao.

(ndo adicionar substrato no padrao!) -> (16 pogos).

12.Para a reagao do ensaio, o aparelho deve estar previamente calibrado

para o ensaio na temperatura de 37 °C, com ajuste para excitagao a 320

nm e emissao a 405 nm, no modo cinética.

13.Estando os componentes todos prontos: amostras (25 pL), enzima positiva

(25 pL) e padrao ja mencionado utilizou-se uma pipeta multicanal para

adicao do substrato (50 pL), da maneira mais rapida e homogénea

possivel, para um volume final de 100 uL por poco,

inserindo

imediatamente no aparelho para leitura da fluorescéncia no modo cinética

em 5 ciclos, por 5 minutos.

Os resultados foram entao transcritos em uma planilha CVS excel® anexa ao

préprio kit, de onde foram construidas as curvas padrao e de cinética. A regressao

linear da curva padrao e das cinéticas das amostras foram transformadas de RFU/min

para nmol/min (Unidades), de acordo com a equacao:

Atividade das amostras (nmol/min) = [curvaamostra)/[Curvapadrao] X DF, onde
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[curvaamostra] = curva amostra menos o branco da curva de amostra
(RFU/nmol)
[curvapadrao] = curva padrao menos o branco da curva padrao (RFU/nmol)

DF = fator de diluicdo das amostras, se ndo usou nenhum considere 1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO E CONSERVAGCAO DE MACROFUNGOS

Foram coletadas 179 amostras (APENDICE 4) de macrofungos na natureza e
em algumas prateleiras do mercado local. Os organismos foram identificados até o
menor taxon possivel, subsequente a tentativas de isolamento. A regido passou pela
pior estiagem dos ultimos 50 anos, de acordo com registro da Agéncias Estadual de
Aguas, entre 2019-2021. Ainda assim foi possivel encontrar algumas espécies
comuns da regiao, com nenhuma espécie rara ou nova para a ciéncia. Os isolados
que apresentaram crescimento estavel e homogéneo, conforme descrito no item 3.8,
estdo apresentados na Tabela 3. A figura 17 (a e b) representa as principais areas de
coleta e a figura 18, algumas das espécies encontradas. Nota-se a escassez de areas
verdes dentro da area urbana, com alguns pontos dispersos e um dos mais
destacados quase no centro da area representa 0 remanescente do capao com

araucarias no campus Jardim Boténico, com cédigo de localizagdo F para as cepas.

TABELA 3 — TOTAL DE CEPAS SELVAGENS E COMERCIAIS ESTAVEIS

Isolados selvagens e comerciais setembro 2019- janeiro2021 — micélios estaveis
(lista completa de ocorréncias no apéndice)

Codigo! Identificacio taxon inferior Data® Isolade por* Identificado por*
F1 Pleurotus pulmonarius 190903 RLV RLV

F2 cf. Rigidoporits sp. 190903 RLV RLV

F3 Polyporus tricholoma 191023 RLV RLV

F7 Lentinus strighellus ou L. strigosus 191029 RLV AARIM
F8 Pleurotus pulmonarius 191029 RLV RLV
CL1 Agaricus sp. 191004 RLV AARIM
GET Lentinus velutinus 191004 RLV AARAIM
CL12 Himenochaetaceae 191005 RLV RLV
CL35 Psilocybe cubensis 200714 RLV RLV
CL36 Psilocybe cubensis 200715 RLV RLV
RV1 ct. Pholiota sp. 200118 RLV AARIM
RV3 Cuphophyllus niveicolor ou Hygroaster 200118 RLV AARIM

albellus

RV7 Psathyrella candoleana 200118 RLV AARAIM
RV15 cf. Rhodocybe sp. 200118 RLV AARIM
CBO1 Hvmenochaetaceae 191108 LPP RILV
CB06 Cyptotrama asprata 191113 RLV RLV
CB25 Podoscypha petaloides 191205 RLV RLV
CB33 Lepista sordida 191207 RLV RLV
CB37 Lepista sordida 191210 RLV RLWV
CB39 Coprinus comatus 191211 RILV RV

CB47 Levista sordida 191213 RLV RLV
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TABELA 3 (continuagéo)

CB49 Coprinus comatus 191215 RLV RLV
CBs50 Trametes sanguinea (Picnoporus 191218 RLV RLV
sanguineus)
CBs51 Coprinus comatus 191219 RLV RLV
CB52 Coprinus comatus 200105 RLV RLWV
CBS55 Auricularia fuscosuccinea 201005 RLV RLV
LP10 Coprinus comatus 201103 RLV RLV
LP12 Pleurotus pulmonarius 201201 RLV RLV
ET Pleurotus eryngii 191003 RLV RLV
EL Pleurotua ervngii 191003 RLV RLV
PoL Pleurotus ostreatus 190925 RLV RLV
LeY Lentinula edodes 190912 RLV RLV
PdY Pleurotus djamor 190912 LV RLV
PfY Pleurotus ostrafus var. Flonda 190912 RLV RLV
LIMM  Lentinula edodes 191006 RLV RLV
L1B Lentinula edodes 191006 RLV RLV
AbIM Agaricus bisporus 190912 RLV RLV
AbL Agaricus bisporus 190912 RLV RLV
AbYpb  Agaricus bisporus var. Porto bello 190810 RLV RLV
PoEC Pleurotus ostreatus var. Branco 200520 RLV RLV
SSPU Pleurotus ostreatus var. Shimofuri 201109 RLV RLV

! 0 codigo do isolado foi concebido de forma a definir o local de coleta, no caso dos selvagens, por uma letra maiiscula, seguido do
mimere da amostra. Para os comerciais foi adotado wum sistema para facilitar a identificacio da espécie, variedade e fabricante.
Legenda: F = campus Jardim Boténico UFPE. proximo a engenhana florestal; CL = zona rural do mumicipic de Clevelindia — Pr; RV
= zona rural do municipio de Eeserva — Pr; CB = campus Centro Politécmico UFPE., proximo ac CENBAPAR; LP = condominic Le
Parc, baimo Bacachen, Curitiba — PR; T = Treelos, Curitiba; L = Loman, Castro — PE; Y = Cogumelos Yamashita, Sdo José dos
Pinhais — PE; JM = Jodio e Mara, Araucania, Pr; EC = Eloy Citi, RMC, Pr; U = Urakami, Mogi das Cruzes — SP; MM = Mercado
municipal, bandeja sem identificacio. Curitiba, Pr.

*Tentou-se identificar até o menor taxen possivel;

* Para a data adotou-se AAMMDD;

* RLV = Ricardo Luiz Vieira (autor); AARAM = André August Remi de Meijer (colaborador externo); LPP = Leonardo Portela
Pereira (colaborador interno IC).

FIGURA 15 — PRINCIPAIS AREAS DE COLETA EM CURITIBA E NOS CAMPI DA UFPR
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FONTE: O autor (2021) — ©Google Earth.
Imagem aérea, 47 km de altitude, da cidade de Curitiba (a) com aproximacéo para altitude de 2,55 km (b)
destacando as areas verdes em todo territério urbano e periurbano (a), e dentro dos campi da UFPR (b), onde foi

realizada a maioria das coletas

FIGURA 16 — ALGUMAS IMAGENS DE CAMPO DAS ESPECIES ENCONTRADAS

(a) — F1 Pleurotus pulmonarius

(c) — CL7 Panus (Lentinus) velutinus (d) — F7 Panus (Lentinus) strigellus ou L. strigosus
FONTE: O autor (2019-2021).
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Com um sucesso de isolamento de 23,33% de micélios estaveis a partir dos
carpoforos coletados, a estratégia de isolamento para trabalhos futuros pode envolver
outras técnicas além das empregadas neste estudo (explantes internos), tais como
coleta de esporos, micélios rizomérficos diretamente do substrato, ou outros, tais
como meios de cultura alternativos, mais nutritivos ou seletivos, meios essenciais ou
nao esterilizados, ou com uso de armadilhas (SENANAYAKE et al., 2020).

Os micélios estaveis foram mantidos num biorrepositério com trés modalidades
de preservagao: a hidrostase em discos de agar ou papel, a preservagao com vaselina
liquida (temperatura ambiente) e a criopreservagao a — 80 °C em endosperma rigido
de trigo (testado até o momento apenas para algumas cepas). A figura 19 representa

os procedimentos para preservacao em hidrostase e reativacdo das cepas.

FIGURA 17 —Procedimentos para preservacgéao e reativagao das cepas

(a) — Corte do meio miceliado com pipeta | (b) — Transferéncia dos discos integros de | (c) — Contetido do tubo completo

de vidro 5 mm micélio para os criotubos com agua deionizada | com 4gua deionizada esterilizada

esterilizada 30:1 e vedado com parafilme

(¢) — Os tubos devem ser devidamente | (d)—Partede colegdo deisolados mantidosem | (e) — Culturas sendo reativadas,
identificados e armazenados de forma | hidrostase, os estojos impedem demais | para controle de qualidade ou para
organizada para acomodagdo em geladeira | contaminagdes do ambiente, tais como esporos | uso nos experimentos, com uso de

ou temperatura ambiente e acaros. um disco por placa de petri.

FONTE: o autor, 2020
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4.2. FERMENTAGAO SUBMERSA PARA PRODUGAO DE BIOMASSA

Os isolados estaveis foram selecionados conforme o item 3.5 e cultivados em
batelada de fermentacdo submersa com meio MCM, normalmente em triplicata,
juntamente com as cepas da colegdo CENBAPAR (quadro 4), resultando em
concentracgéo final de biomassa (Xr), que variou desde 1,21 até 12,53 g/L. As 25 cepas
que demonstraram o melhor rendimento em biomassa dentre as 42 testadas estao
apresentadas no Grafico 2

GRAFICO 2 — Rendimento em biomassa de 25 cepas com melhor performance, em
fermentacao submersa
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FONTE: O autor (2021). — Fermentagéo realizada em meio MCM a 25 °C, pH inicial 5,5-6,5, 120 rpm,
7-16 dias de incubacdo sem luminosidade. As barras em azul representam a concentracao final (Xr)
de biomassa seca (g) produzida por unidade de meio (L), as barras em cinza, o desvio padrédo em
triplicata, para cada cepa, Xmedia= 7,72 +-2,05 g/L

As cepas que apresentaram maior rendimento em biomassa foram F1 (novo
isolado selvagem de Pleurotus pulmonarius, em 7 dias de SmF agitada) e SCOM
(Schizophyllum comune proveniente da colegdo CENBAPAR, com cultivo misto em
25 dias), com 12,5 g/L de biomassa seca.

As cepas demonstraram uma variada morfologia do micélio, com formacao de
filamentos, agregados ou pellets, de acordo com a espécie, a velocidade de rotagéo
e o tempo de incubacgéo. Algumas cepas desenvolveram pigmentos com tonalidades
semelhantes aos seus respectivos corpos de frutificagao, tais como Lepista sordida
e Trametes sanguinea, Estes resultados podem possibilitar estudos ulteriores para
isolamento e caracterizagao destes pigmentos. A figura 18 ilustra o resultado da cepa
F8 (novo isolado de Pleurotus pulmonarius).
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FIGURA 18 -FERMENTAGCAO SUBMERSA PARA PRODUGAO DE BIOMASSA DA
CEPA F8 (Pleurotus pulmonarius) EM ERLENMEYER COM AGITACAO ORBITAL

FONTE: O autor (2020).

Pellets micelianas em suspensdo no meio MCM. Fermentagdo submersa com 7 dias de incubacao
com a cepa selvagem F8 P. pulmonarius em 67 mL de MCM, 24 °C 128 rpm, auséncia de luz e pH
inicial 5,5. Xr = 4,78 g/L
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Outro detalhe interessante é a producéo de micélio aéreo com caracteristicas
hidrofébicas na fermentagédo mista: agitagéo por 7-10 dias seguida por cultivo estatico
por 7-10 dias. Algumas culturas formaram até primordios e corpos de frutificacdo nesta
modalidade, como no caso de Pleurotus, Polyporus tricholoma e Schizophyllum
commune, confirmando a identidade das cepas. Outros desenvolveram pigmentos

melanizados, como Laetiporus gilbertsonii e Coprinus comatus.
4.2.1 Composigao proteica da biomassa

Das 42 cepas fermentadas, 17 foram selecionadas, com base na diversidade,
rendimento e disponibilidade, para determinagcao da composicéo proteica por % de
massa seca pelo método indireto (Kjeldahl). Os resultados estdo apresentados no
grafico 3.

GRAFICO 3 — Quantidade relativa de proteina pelo método indireto, a partir da
biomassa seca de 17 cepas produzidas em fermentagao submersa

% proteina/biomassa seca - método Kjeldahl
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FONTE: O autor (2021). — Quantificagdo da composi¢ao proteica (%prot) pelo método indireto
(Kjeldahl) utilizando, de forma comparativa, dois fatores de conversdo: o padréo do laboratério (6,25)
e o recomendado para fungos (4,38) em funcéo da alta presenca de quitina da parede celular
(referéncia).

Foram considerados dois indices de estimativa para a relagado proteina-
nitrogénio: 4,38, normalmente recomendado para fungos em funcdo da grande
quantidade de quitina na parede celular e amdnia soluvel (ref.), e 6,25, padrdo comum
utilizado pelo laboratério e também citado por alguns autores (CRISAN e SANDS,
1978; UZUN, Y. et al., 2009). Para se estimar com mais precisdo a porcentagem de

proteina por esse método, deve-se mensurar a quantidade de quitina, amoénia e de
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outros compostos nitrogenados n&o proteicos presente nas amostras, o que pode ser
realizado pelo método da nihidrina ou da precipitacao pelo acido tri-cloro acético
(TCA), pelo qual é possivel encontrar um fator de conversao mais preciso. De qualquer
maneira, a recomendacao geral é utilizar o fator 4,38 para fungos.

O maior percentual de proteina foi obtido para a cepa F1 que também
apresentou maior rendimento em biomassa. Considerando o indice de 4,38, o
percentual proteico na biomassa desta cepa foi de 25,51% (média: 16,3%).

Os resultados obtidos para todas as cepas foram tabelados com os
respectivos valores de X e %prot para um calculo de correlagao, que resultou nulo
(R?=0,00002) — grafico 4. Assim, n&o se pode inferir que se um fungo produz biomassa
de forma veloz e eficaz necessariamente produzira proteina em quantidades
equivalentes, segundo esta afericdo empirica.

GRAFICO 4 - Analise de correlagao entre Xr e %proteina das cepas
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Fonte: O autor (2020) — Os dados obtidos na quantificagédo de biomassa fermentada (Xt — base seca)

e porcentagem de proteina por Kjeldahl demonstraram nao estar correlacionados (R? = 0,00002)

Entretanto, esses resultados empiricos apresentaram excelentes pontos de
partida para a escolha das cepas a serem investigadas no presente trabalho, de modo
que foram selecionadas aquelas com maior percentual de proteina na composicéo da

biomassa seca e também os maiores rendimentos de biomassa (X).

4.3 ROMPIMENTO CELULAR E EXTRAGAO DE PROTEINAS

A partir desse ponto, se iniciou a extragao de proteina da biomassa produzida,
onde utilizamos primeiro o método de rompimento celular por ultrassom, numa
suspengao aquosa com pH 9,62 (mensurado apds suspensao da biomassa), nas

condigdes descritas no item 3.10. As amostras se comportaram de maneira diferente
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a este tratamento, dependendo da espécie, com algumas formando granulagdes
visiveis, enquanto outras diminuiram rapidamente a viscosidade. A solugdo com
micélio rompido, deixada em repouso overnight a 4 °C, apresentou leve acidificagao
para pH 6-7, sendo, nesses casos, o pH novamente ajustado para 9,5 -10. A
concentracdo proteica mensurada no sobrenadante, apds separacdo dos debris
celulares, esta apresentada no Grafico 4. De acordo com a literatura, essa faixa de
pH ndo tem interferéncia na quantificacdo dos testes de concentragcdo proteica

utilizados.

GRAFICO 5 — Concentracdo proteica a partir do rompimento celular
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FONTE: O autor (2021). — Comparagao Bradford e BCA da concentragéo proteica (ug/mL) da
suspencgao dos extratos celulares no tampéao de extracdo de algumas cepas.

Foi observada significativa variagdo nos resultados de ambos os métodos
para a maioria das amostras (grafico 5). Isso provavelmente se deve a composigao
proteica dos extratos. Em geral, o método Bradford é acurado para proteinas de
massa molecular >3kDa, e pode sofrer bastante interferéncia da composi¢cao desta
proteina, enquanto o BCA é capaz de detectar peptideos a partir de 3 aa ou mais, pois
a ligagao peptidica funciona como reativo para a formagao de cor.

ApOs essa etapa, as proteinas da solugao foram precipitadas tal qual descrito
na segao 3.10, e o pellet proteico obtido foi liofilizado, pesado em balanga analitica e
armazenado a -80°C (BUCHI, 2021).
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4.4 OBTENGAO DE PEPTIDEOS ENDOGENOS

O processo de rompimento celular e extragdo de proteinas por
ultrassonicagéo, por si so, ja € capaz de gerar peptideos de baixa massa molar. Sendo
assim, os precipitados (pellets) proteicos foram ressuspendidos em agua ultrapura ou
tampéao Tris-HCI e submetidos a alguns ciclos de ultrassonicagdo em banho imerso,
de modo a aumentar a solubilizacdo das proteinas e peptideos. A solugao foi entao
fracionada por ultrafiltracdo em ordem crescente de limiar de peso molecular (3, 5 e
10 kDa), logo apds microfiltragdo em membrana de 0,22 ym.

Esse procedimento é fundamental para garantir que o produto da hidrélise
seja realmente fruto da digestdo enzimatica, além de separar os peptideos enddégenos
produzidos pelo proprio fungo, que podem ser tanto produto de sintese nao
ribossébmica, de vias metabdlicas especificas, ou residuos de outras proteinas
oxidadas naturalmente da degradagcdo dos precipitados. Foram obtidas
concentragdes relevantes (~30-1000 uL/mL) de peptideos enddgenos nessa primeira

separagao, os quais foram também submetidos aos testes de bioatividade.

4.5 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrolise enzimatica com o preparado enzimatico Protolicheterm -145 teve
uma performance eficiente sobre as fragées proteicas testadas (>10 kDa). Foram
realizados dois experimentos em condicdes diferentes, o primeiro com a concentragao
E/S 0,02 g/g no tampéo carbonato bicarbonato pH = 8,5, considerado 6timo segundo
KOSTYLEVA et al. (2015), e no segundo utilizou-se uma concentracédo E/S 0,1 g/g,
com hidrélise em agua ultrapura a pH 7, a qual foi proporcionalmente 5 vezes mais
veloz (1 h) para se chegar em 100% de hidrélise em algumas amostras, de acordo
com o método de Bradford, que detecta proteinas e peptideos de massa molar
superior a 3kDa. Ressalta-se que a hidrolise total ndo € desejada quando o objetivo é
obter peptideos, mas isso ira depender também do sistema enzimatico escolhido, se
€ uma endo ou exopeptidadse. O Grafico 6 representa a diminuicdo das
concentragdes de proteinas de alta massa molar ao longo do tempo de hidrdlise no

primeiro ensaio de digestao.
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GRAFICO 6 — Hidrdlise dos concentrados proteicos intracelulares de algumas
fracoes

CONCENTRAGAO PROTEICA AO LONGO DA HIDROLISE
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FONTE: O autor (2021). — Nesta primeira hidrélise foi utilizado o tamp&o carbonato/bicarbonato pH
8,5, a 50 °C, com interrupcéo na 52 hora em banho maria a 100 °C por 10 min. A cada hora, 10 uL
das amostras foram coletadas para o teste de concentracao Bradford. F7: Panus strighellus, PeT:
Pleurotus eryngii Treelos, RV15: cf. Rhodocybe sp., C2 e C8: Cordyceps sinensis, PsalmY: Pleurotus
djamor'Y.

4.6 AVALIAGAO DE METODO ALTERNATIVO DE EXTRAGAO PROTEICA PARA
OBTENGAO DE PEPTIDEOS ENDOGENOS E HIDROLISADOS

Este método, baseado em extragdo aquosa simples, € menos seletivo para
proteinas, de modo que outros compostos, além de proteinas e peptideos, tanto de
baixo quanto de alto peso molecular, podem estar presentes. Deste modo, pode-se
realizar outras operagbdes de purificacdo da fragdo proteica soluvel, tal como a
precipitacdo por sais ou por ponto isoelétrico com mudancas de faixa de pH, mas
nesse caso nao foram realizados. Ainda assim, foram obtidas elevadas concentracdes
de proteinas nas extragdes, como se pode observar nas cepas anotadas na Tabela 2

As extragdes foram com agua ultrapura, no extrato ,1 com volume de 10 mL,
e nas extragdes 2 e 3, com 5 mL cada. Ao final os extratos foram reunidos em 20 mL
e medida a sua concentracdo final. A centrifugagdo exerceu um papel interessante
neste primeiro processo de extragdo, pois em algumas amostras a concentragao

proteica aumentou no teste de detecgao, mas em outras, como p. ex. GLCG144,
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diminuiu drasticamente, o que pode apontar precipitacdo da fragdo soluvel (detalhes
no anexo 4). A terceira extracdo foi realizada com banho ultrassénico, que aumentou
consideravelmente a concentracéao final entre antes e depois dessa operagao, e neste

ultimo, nao foi realizada centrifugacao.

QUADRO 5 — Concentracdes proteicas (ug/mL) dos extratos aquosos do micélio seco

cepa Extrato 1 Extrato 2 Extrato3 Extrato total
F3 1389,5 642,46 934,52 1055,9
GL112 707,03 314,02 729,1 523,68

L6609 1515,55 744,38 1132,72 1116,17
GFC 1656,46 1085,19 1615,29 1455,71
F8 1417,93 514,34 928,15 1307,16

PdjCH 650,58 210,03 390,41 507,98
PscbhCL1 1515,12 579,28 568,67 1011,76
GLCG144 54,69 33,47 435,82 59,36
Volume (mL) 10 5 5 20

Fonte: O autor (2021)

ApoOs esta etapa, foi novamente realizada a ultrafiltracédo para separagao dos
possiveis peptideos endogenos, da mesma maneira que nos precipitados proteicos
do rompimento celular, com passagem dos extratos pela membrana de 0,22 um,
seguida das centrifugagdes nas membranas de limiar de peso molecular crescente, 3,
5 e 10 kDa, a 4000 rpm por 20 min cada.

Os extratos ultrafiltrados foram identificados e armazenados a -80 °C, com a
fracao superior a 10 kDa medida a concentragao para posterior hidrolise enzimatica
com Protolicheterm- 145. Para esta hidrolise utilizou-se o pH neutro e uma relagao
E/S de 0,1 g g, que apresentou um grau de hidrolise entre 86,74 a 100,00 % em 1h

de incubacgao a 37 °C.

4.7 TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.7.1 Atividade antioxidante
O primeiro teste realizado foi o de limpeza de DPPH, que resultou em um total
de 45 fragdes reativas dentre 71 testadas. Os resultados de todas as fracdes reativas,

com seus respectivos valores em % de atividade e concentracéo proteica recuperada,
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obtidas pelos diferentes métodos, estdo reunidos na quadro 6. Os extratos aquosos
endogenos ultrafiltrados com peso molecular <10 apresentaram os maiores
resultados, seguidos pelos extratos aquosos hidrolisados e entdo pelos precipitados

proteicos endégenos.

QUADRO 6 — Atividade antioxidante das fragcdes peptidicas sobre o radical DPPH (%)

cepa e fragdo kDa| *| origem|~ conc. Pept.| ¥ |DPPH |-

GLCG144<10 eae 59,36 98,39
PscbCL1<10 eae 1011,76 91,32
L6609<10 eae 1116,17 90,51
F8<10 eae 1307,16 90,35
GL112<10 eae 523,68 87,76
GFC<10 eae 1455,71 86,98
F3<10 eae 1055,9 84,89
F8<10 eah n.d 83,78
L6609<10 eah n.d. 82,51
GL112<10 eah 22,01 81,5
GLCG144<10 eah n.d. 77,67
PdjCH<10 eah 8,86 76,88
PscbCL1<10 eah 145,1 76,68
Ci<10 ppe 480,39 73,88
GFC<10 eah 93,32 70,6
PdjCH<10 eae 507,98 66,24
C4<3 ppe 30,39 65,49
F3<10 eah 1055,9 62,91
C6<10 ppe 165,36 56,83
CL7<3 ppe 23,29 54,06
C6<5 ppe 88,73 52,91
Scom<10 ppe n.d. 52,77
F7<3 ppe 172,81 52,49
CL7<10 ppe 416,3 50,39
CL7<5 ppe n.d. 50,39
F7<10 ppe 156,8 45,68
F7<5 ppe 128,35 45,03
C4<10 ppe 278,45 43,84
C6<3 ppe 214,27 43,84
AaCc<10 ppe 1784,7 43,32
C1<5 ppe 64,08 42,9
PscbCL1<3 ppe 146,3 35,6
AaCCc<5 ppe n.d. 32,98
F1<3 ppe n.d. 32,59
PscbCL1<5 ppe 24,78 30,89
PeT<5 ppe n.d. 29,06
PeT<3 ppe n.d. 28,93
AaCc<3 ppe n.d. 27,09
PeT<10 ppe 770,66 26,96
F1<10 ppe 216,7 25,13
C4<5 ppe 44,09 23,41
PscbCL1<10 ppe n.d. 8,77
F1>10 ppe 366,83 7,2

Fonte: O autor (2021) — cepas e fragbes em preto: CENBAPAR, verde: Selvagem e azul: comercial;
siglas de origem: eae: extrato aquoso enddgeno, ppe: precipitado proteico enddgeno, eah: extrato

aquoso hidrolisado. n.d.: ndo detectado.
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4.7.2 Atividade antimicrobiana

Nao foi observada atividade antimicrobiana significativa para nenhuma das
amostras analisadas (14). Mas, vale ressaltar aqui, que algumas misturas peptidicas
até mesmo estimularam o crescimento bacteriano, considerando-se o aumento da
turbidez aparente em relacdo ao controle. Para se avaliar com mais precisao esse
possivel efeito deverdao ser feitos experimentos posteriores de fermentagao
comparando-se outros parametros, inclusive, para o estimulo de microrganismos
probioticos, como alguns derivados ja sdo usados diretamente na industria de bebidas
lacteas fermentadas (GOLAK-SIWULSKA et al., 2018; PELAES VITAL et al., 2015).

De acordo com Yuyama et al. (YUYAMA et al., 2018), os compostos fungicos
podem demonstrar diferentes taxas de inibicdo contra micro-organismos patogénicos, e
essa inibicado pode ser classificada em alta (70-90%), boa (40-60%) e moderada (20-40%).
Nestes experimentos realizados encontramos apenas sensiveis diferencas que nao foram
significativas para apontar alguma atividade de inibicdo. As cepas testadas sdo de
microrganismos patogénicos isolados do ambiente hospitalar e foram desafiadas
contra fragcdes peptidicas de 8 cepas, com concentragdes entre 60 e 1300 pg/mL, com
valores de absorbancia, a 620nm, do crescimento médio em 24h. O controle positivo
(salina) a leitura resultou em valores entre 0,380 e 0,809, dependendo da cepa. Para
valores de controle negativo ou de inibicdo maxima, a média foi 0,066 (cloranfenicol).
A resposta das amostras testadas (GFC<10 hdrl; F3 <10 hdrl; GLCG144 <10 eae,
GLCG144<10 hdrl; PscbCL1<10 hdrl, F1<10 hdrl; F8<10 hdrl) foi entre 0,790 e 0,843,

em geral, mais altos que a média do controle positivo (0,682).

4.7.3 Atividade de inibicao de ACE

O ensaio para inibicdo da ACE foi o resultado mais surpreendente deste
trabalho, onde se observou atividade inibitéria em 33 das 54 fracdes testadas, sendo
que dessas, 18 apresentaram inibicdo acima de 80%. A Tabela 10 apresenta os
resultados das 21 amostras com maiores valores de atividade inibitoria combinada
com a atividade antioxidante, das quais entre cinco e dez serdo selecionadas para

identificacdo dos peptideos. No apéndice 2 esta o resultado global do ensaio de ACE.
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A interagdo, o modo de inibigdo enzimatico (competitivo, ndo-competitivo ou
misto) e a concentracao para inibicao de 50% da atividade (ICs0) somente podera ser
avaliado a partir da identificacdo dos peptideos, sejam de origem enddgena (por
rompimento celular ou extrato aquoso) ou hidrolisados por Protolicheterm — 145. Este
preparado enzimatico, sendo uma serino protease, pode estar envolvida na geragéo
de peptideos inibitérios de ACE pela formacdo de produto com afinidade, tanto
competitiva (no sitio ativo), quanto ndo competitiva (interacao alostérica). Apenas uma
fracao ativa a partir do precipitado proteico hidrolisado foi detectado, o da cepa F7
(Panus strighellus), e as demais fracoes ativas (8) obtidas a partir da hidrélise dos

extratos aquosos, detalhadas na tabela 4, com a maior atividade combinada.

TABELA 4 — Fragdes peptidicas com atividade antioxidante e inibitéria de ACE

Espécie/cepa* Fragdgo Origem Conc. peptidica pg/mL™ Volume (mL) Quant. peptideo (ug) DPPH% iECA %
Pleurotus pulmonarius F8 hdrl <10 kDa eah 2197,22 (1085,12) 1 219722 83,78 90,8
Ganoderma lucidum GL112 hdrl <10 kDa eah 4466,09 1,25 5582,61 81,5 85,41
G. lucidum GLCG144 hdrl <10 kDa eah 54T 55 25 1368 87 61,48 77,69
Panus strighellus FT <10 kDa ppe 250 53 3 779,49 45,68 80.08
Panus strighellus FT <h kDa ppe 128 55 1 128,55 45,03 84 .92
Schizophyllum comune Scom <10 kDa ppe 156,55 34 532 27 52,77 82 62
Auwricularia sp. AaCc <10 kDa ppe 496 52 36 1534 57 4332 21,8
Pleurotus pulmonarius F1 <10 kDa ppe 20875 28 5845 2513 21,8
Auricularia sp. AaCc <10 kDa ppe 20,9 (496,52) 6.4 133,76 43,32 81,8
Pleurotus diamor PdjCh hdrl <10 kDa eah 1215,84 0.7 851,09 76.78 8172
Grifola frondosa GFC hdrl <10 kDa eah. 26757,13{40375,6) 1.2 32108,55 70,6 81,15
Pleurotus eryngii Treelos <10 kDa ppe 16,12 3 48 36 29.06 76,56
Pleurotus eryngii Treelos <5 kDa ppe 24 5 12 29 73,36
Pleurotus eryngii Treelos <3 kDa ppe n.d. 0.8 28,93 80,16
Psilocybe cubensis CL1 <5 kDa eag 2478 2 49,56 30,89 77 46
Psilocybe cubensis CL1 <10 kDa eag 7.8 3 234 737 75,8
<10 kDa ppe 56,8 (89,14) 3 1704 50,39 73,93
=<5 kDa ppe 97,6 (n.d.) 2 195,2 50,39 73,85
Panus velutinus CLT <3 kDa ppe 87,27 (n.d.) 0,6 523 543 65,08
Lentinula edodes L6609 hdrl <10 kDa eah 4616,25 25 1154063 3251 63,93
Polyporus tricholoma F3 hdrl <10 kDa eah. 39.02 (310,72) 0.6 2341 62,61 6213

(*) em preto CENBAPAR, verde Selvagem, azul Comercial. Origem das amostras, ou método de obtengdo: (2ah) extrato aguoso hidrolisado / (ppe) precipitado proteico endégeno / (eag) extrato

aquoso enddgeno; (**) em vermelho: concentracdes medidas no dia da obtengdo (variavel por amostra), em preto: 24/05/21 — amostras mantidas a -80 °C. FONTE: O autor (2021)

4.8. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Conforme observado nos resultados da Tabela 4, as fragbes com maior
bioatividade combinada (antioxidante e hipotensiva), apresentam resultados
relevantes encontrados neste estudo. O destaque para as fracdes obtidas a partir de

isolados selvagens representam possibilidades inovadoras para descoberta de novos
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PB ainda nao identificados, o que pode representar novos avangos originais e até
mesmo possibilitar pedidos de novas patentes para o uso destes peptideos.

As concentragdes peptidicas encontradas denotam uma eficiéncia relevante do
método empregado, haja visto a concentragdo, o que indica o potencial da sua
purificacao e identificacdo. Um ponto a ser observado € a alta atividade das fragbes
com baixa concentracdo, como no caso das fracbes enddégenas derivadas da cepa
comercial PeT (Pleurotus eryngii Treelos) e das cepas conservada no banco
CENBAPAR Scom (Schizophyllum comune), Auricularia AaCc e da nova cepa
selvagem isolada de Psilocybe cubensis (PscbCL1) (Tabela 4).

Todavia, vale comentar o principal destaque em face aos resultados ora
apresentados, que se estabelece na performance significativa das fragdes derivadas
das cepas selvagens, tais como o hidrolisado do extrato aquoso derivado de F8 e F1
(novos isolados selvagens de Pleurotus pulmonarius), as duas fragdes (5 e 10 kDa)
de F7 (novo isolado de Panus strighellus), de CL7 (Panus velutinus), de F3 (Polyporus
trichiloma), além do ja mencionado PscbCL1, todos ainda inéditos, até o momento,
para descoberta de PB com tais caracteristicas.

Comentarios relevantes sobre esses resultados merecem atencdo sobre as
fracbes derivadas de Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Auricularia sp. e do
isolado selvagem de Pleurotus djamor CH (PdjCH) que sdo cepas mantidas no
biorrepositério do CENBAPAR mas que ainda ndo foram investigadas nesse sentido.

Nos anos recentes, a rotina turbulenta e competitiva tem causado aumento
cronico nos niveis de estresse da populagdo de um modo geral, associada ainda a
habitos alimentares e sedentarios danosos. Estes fatores sao responsaveis pela
génese da hipertensao. Esta doenca acarreta diversos males associados, tais como
infarto do miocardio, eventos cerebrovasculares, insuficiéncia arterial periférica, além
da disfungéo renal, resultado do aneurisma arterial renal e a glomérulo-esclerose,
conduzindo a morte prematura. Além disso, a hipertensdo tem sido anotada como
algumas das comorbidades sérias para predisposi¢cao dos casos graves de COVID-
19, osteoartrite, diabetes ou doengas neurodegenerativas.

Um grande numero de terapias tem sido apresentado, tanto como forma
preventiva quanto terapéutica, mas as drogas redutoras da pressédo sanguinea ainda
sao as preferidas para o tratamento imediato. Os inibidores da Enzima Conversora da

Angiotensina tém sido o principal alvo destas substancias, sendo a primeira linha no
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combate a hipertensdo, a faléncia congestiva do coragdo e a disfungdo sistdlica
esquerda (DSE).

Uma das caracteristicas principais dos ACEis é a capacidade de reduzir a
pressdo periférica sem aumentar a demanda compensatéria cardiaca. Estas
caracteristicas permitem o uso destas substancias sem prejuizo das atividades fisicas.

As implicagdes clinicas dos resultados parciais ora obtidos permitem extrapolar
teoricamente a sua agao muito além da conjuntura da hipertensdo, ndo apenas pela
interacao com outros sistemas, mas principalmente pela sua atividade inibitéria direta
nesta enzima chave (HANIF, K., BID, H. K., KONWAR, R., 2010).

Uma mensuragéo apurada da concentragao de proteina € crucial uma vez que
estes valores irdo interferir em outros calculos, tais como a atividade enzimatica e 1Cso.
Os erros na determinacdo da concentracdo proteica tendem a amplificar os erros
nestas estimativas. Nao existe nenhum método de ensaio para determinacdo da
concentracao de proteina que demonstre resultados absolutamente apurados. Um
dos aspectos mais dificeis para determinacdo da concentracdo de proteinas € a
escolha do ensaio mais adequado, compativel com o tipo de amostra. Todos os
ensaios utilizados neste trabalho detectam propriedades especificas de uma proteina,
nao a proteina completa. Assim, a proteina e o tampéao utilizado sao os determinantes
primarios para a escolha do ensaio mais apropriado. A melhor escolha para estes
testes de rotina seria, possivelmente, um ensaio padronizado para analise da
quantidade total de aminoacidos. De qualquer maneira, os testes utilizados tém
diferentes sensibilidades para diferentes proteinas. Como curva padrao para todos os
ensaios utilizou-se a BSA (albumina do soro bovino), construidas para cada teste
conforme protocolos essenciais apresentados no APENDICE 1. Assim, as
concentragcdes variaram de acordo com a amostra e a origem, demonstrando atividade
tanto em concentragdes altas quanto abaixo do espectro de deteccao destes testes.

Atualmente ja existem diversos produtos comerciais derivados de macrofungos
com alguma indicagdo da atividade hipotensiva, derivadas tanto dos carpéforos
quanto do micélio, produzidos por diversas empresas ao redor do mundo, vendidos
principalmente como suplementos nutricionais.

Alguns peptideos derivados de macrofungos foram isolados e identificados por
outros trabalhos, com propriedades anti-hipertensivas, e sdo apresentados na Tabela
11 (apenas uma amostra). GEP derivado de Tricholoma giganteum exerceu efeito

inibitorio consideravel in vivo em ratos hipertensivos espontaneos (SHR) com doses
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de 1 mg/kg da massa corporal (BW), em duas horas ap6s administragdo. A presséo
sistélica diminuiu em 36 mmHg, enquanto que com o controle comercial captopril®
diminui 27 mmHg. Além disso, nao foi observado toxicidade ou efeito colateral, tais
como reagoes alérgicas ou tosse (LEE et al., 2007).

GENG et al., 2016, destacaram um peptideo inibidor de ACE a partir do extrato
aquoso dos carpoforos de Tricholoma matsutakei (um cogumelo premiado), com ICso
de apenas 0,40 uM, menor do que os valores ICso de peptideos inibidores de ACE
isolados da proteina do soro de leite e da caseina e a maioria dos peptideos isolados
dos subprodutos carneos incluidos no estudo de HERNADEZ-LDESNA et al., 2019. A
sequéncia de AA foi identificada como WALKGYK, que foi posteriormente sintetizado
e denominado como TMP. Administragdo oral em SHR com doses de 25 e 50 mg/kg
BW. Diminuigdes maximas da pressédo sistolica de 18 e 36 mmHg. Sem efeitos

colaterais ou alergias, TMP se mostrou um inibidor ndo-competitivo.

TABELA 5 — Alguns peptideos anti-hipertensivos isolados e identificados.

Espécie de macrofungos Sequéncia de aa ICs0 € modo de inibigao
Grifola frondosa VIQKYP 97pg/mL - competitivo
Tricholoma giganteum GEP 40ug/mL - competitivo
Pholiota adiposa GEGGP 44ug/mL - competitivo
Pleurotus cystidiosus AHEPVK 62uM - competitivo
Agaricus bisporus AHEPVK 63uM - competitivo
Ganoderma lucidum QDVL 155uM - competitivo

Fonte: O autor (2021) — modificado a partir de ZHOU et al.,2020

O mesmo peptideo AHEPVK foi encontrado em duas espécies diferentes,
Pleurotus cystidiosus e Agaricus bisporus (LAU et al., 2013 e LAU et al. 2014). Outros
peptideos com propriedades anti-hipertensivas foram descritos por WU et al., 2019,
como pequenos peptideos derivados de Ganoderma Iucidum, e alguns deles
operando de maneira combinada com inibicdo competitiva e n&o competitiva,
demonstrando a interacdo de pontes de hidrogénio e pontes salinas, tanto no sitio
ativo quanto em sitios nao-ativos.

A composigao de aa, o terminal C- e o tamanho do peptideo ja sdo conhecidos

como importantes na correlagdo com a sua atividade. O grau de hidrofocidade,
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anfifilicos e alifaticos na composi¢cao dos aa também s&o cruciais para determinar a
sua atividade, como € o caso das sequencias apresentadas na Tabela 5. O mesmo
se espera para estas fragcdes aqui apresentadas, pois estas sdo caracteristicas
compativeis com os sitios de ACE, assim como para as atividades antioxidante e
antimicrobiana.

Em vista das numerosas descobertas recentes envolvendo a fungao benéfica
dos inibidores de ACE (HANIF, K., 2010; ALVARENGA, 2016), podemos inferir que
as bioatividades encontradas neste estudo apontam inumeras possibilidades para
aplicacao dos possiveis peptideos que poderao ser identificados nestas fracoes
avaliadas, podendo ser utilizadas em uma gama de estratégias contra diversas
doencas, tanto na prevencado quanto para novos tratamentos, uma vez que estido
apresentando efeitos combinados que podem agir de maneira sinergética nos tecidos
alvo, impedindo tanto a formacao direta de ROS, pela forte agdo antioxidante
encontrada, quanto daqueles efeitos do estresse oxidativo com génese derivada
diretamente da agc&o de Ang-ll, eliminados agora pela agao inibitéria de ACE.

As espécies dos géneros Pleurotus, Lentinula, Ganoderma, Cordyceps, Grifola
pesquisadas no presente trabalho ainda estdo longe de exaurir as possibilidades
investigativas para novos compostos bioativos, principalmente peptideos, apesar de
varias publicagdes ja realizadas. O destaque para o presente trabalho esta para os
isolados selvagens, principalmente das espécies inéditas na literatura para esse tema,
relacionadas na tabela 4.

Quando comparados 0s processos operados para a recuperagao dos
conteudos proteicos e peptidicos, podemos destacar com este trabalho que a extracao
aquosa direta merece mais atencao, principalmente pela facilidade, baixo custo,
rapidez e alto grau de concentragdo quando comparada ao método de sonicagao e
precipitacdo proteica, mais laboriosa, custosa e demorada, de modo que estes dois
processos podem ser combinados de maneira subsequente para uma recuperagao

mais eficiente destes compostos de alto interesse biotecnoldgico.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter uma quantidade significativa de fragdes
peptidicas com proeminente atividade biolégica para dois testes aplicados: limpeza
de radicais livres de DPPH (antioxidante) e inibicdo ACE (anti-hipertensivo). O teste
antimicrobiano deve ser aperfeicoado e aplicado a partir da obtencao de maior volume
das fragbes peptidicas, que poderdo entao ser testados para uma ampla gama de
microrganismos de interesse clinico, nutricional, agricola e cosmético, o que ainda
pode ser aperfeicoado para producao de prebidticos para aplicagdo direta em
alimentos funcionais, para humanos, para zootecnia ou fitotecnia.

Das dez fragdes positivas derivadas de cepas selvagens, apenas duas foram
resultado de hidrdlise, o que indica a producao de PB diretamente do metabolismo
intrinseco destas. As atribuicdes bioativas destas fragbes podem ser melhor descritas
a partir do sequenciamento dos respectivos PB, possibilitando explicar os seus
mecanismos de acao.

Mais adiante, serdo necessarios outros estudos em modelos animais
empregando estes peptideos, apds identificados, para avaliar a sua aplicagao
farmacoldgica para testes clinicos subsequentes.

Estes resultados apontam a importancia dos macrofungos para obtengao de

novos compostos de interesse biotecnologico.

5.1. RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, recomenda-se:

e A continuidade da investigacdo de compostos derivados de cepas
selvagens ou comerciais obtidas por isolamento destas e de outras
espécies,

e O estudo de novos protocolos de preservagao, mais eficazes, menos
laboriosos e baratos.

e Cepas preservadas e certificadas da sua estabilidade e identidade
bioldgica: confirmagao por DNA e fendtipo enzimatico;

e Proceder estudos para ampliagdo da biomassa por fermentacao

submersa, mono ou multiespecifica, utilizando como matéria-prima a
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infinidade de recursos provenientes das fontes de biomassa da
agroindustria, com otimizagao e escalonamento para aquelas espécies
consolidadas como poderosos produtores de compostos bioativos (p.
ex., membros dos géneros Ganoderma, Trametes, Cordyceps, Grifola,
Lentinula, Pleurotus, Panus, Agaricus, Psilocybe, Auricularia, dentre
outros) para producao de alimentos funcionais, farmacos e ingredientes
para a industria cosmética, alimenticia e agricola.

A investigagdo sobre os potenciais derivados destas -culturas,
principalmente em cultivo submerso, tende a ser promissora, uma vez
que estes compostos tem demonstrado ampla atividade biolégica, de
modo que podem surgir modelos automatizados de rastreamento de
resultados positivos, a partir da bioprospecgdo, para posterior
amplificacdo da biomassa, do isolamento da fracdo proteica e da sua
hidrélise, utilizando ndo apenas esta enzima em especifico, mas
também a combinacdo de varios outros sistemas proteoliticos, que
podem gerar produtos de alto valor agregado, produzidos a partir de
residuos da agroindustria, com baixo valor e grande volume, que sao

até mesmo fonte de poluigdo ambiental.
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APENDICE 1 — CURVAS PADRAO PARA TESTES DE DETEGAO DA
CONCENTRAGAO DE PROTEINAS

Curva padréio para Bradford

Curva padrio BSA

BSA 2 mg/10 mL

10 uL amostra : 300 ul reagente Bradford

média | média-branco

Concentragdo ug/mL

Curva padréo para BCA

amostra Diluent {uL) volume BSA (uL) Final BSA concentration {ug/mL) Abs 585 nm
A 0 300 2,000 1,504 1,947 1,344 1,931667
B 125 375 1500 1,758 1,775 1,767 1,766667
C 325 325 1000 1,487 1,481 1,479 1,482333
D 175 175 deB 750 1,288 1,274 1,207 1,256333
E 325 325 deC 500 1 1,17 1,18 1,181667
F 325 325 deE 250 0,964 0,918 0,843 [ 0,908333
G 325 325 deF 125 0,787 0,788 0,797 0,790667
H 400 100 de G 25 0,666 0,657 0,66 0,661000
| 400 Branco 0 0,604 0,627 0,637 | 0,622667
Curva padrdo BSA para Bradford
1,400000
. o
1,200000 e
2 1,000000
Tz
B o enona
= 0,800000 y=-2E-07%%+0,001x + 0,0224
D 0 600000 R*=0,9951
m 0, 600000 .-
0
£ 0,400000 .-
L
0,200000 .,-'
500 1.000 1.500 2.000 2500
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1,309000
1,144000
0,859667
0,633667

0,559000(

0,285667
0,168000
0,038333

0,000000(

Diluir as solugdes A:B em 50:1 (Pierce) -> solugdo BCA (preparar no dia)

Curva padrio BSA

BSA 20 mg/10 mL 3ul amostra + 60 ul BCA -> 37 °C/30 min -> abs 562 nm

-0,2000 0

Concentragdo BSA ug/mL

amostra Diluent (uL)| volume BSA {uL) Final BSA concentration {ug/mL) Abs 562 nm média |Abs-branco
A o 300 2.000 1,91 1,343 2,08 1,977667| 1,5830
B 125 375 1500 1,738 1,72 1,657 | 1,721667| 1,3270
C 325 325 1000 1,437 1,331 1,289 1,352333| 0,9577
D 175 175 de B 750 1,176 1,145 1,122 1,147667| 0,7530
E 325 325 deC 500 0,955 0,509 0,831 0,898333| 0,5037
F 325 325 de E 250 0,655 0,295 0,608 0,619333| 0,2247
G 325 325 deF 125 0,511 0,471 0,482 | 0,488000| 0,0933
H 400 100 de G 25 0,436 0,394 0,423 0,417667| 0,0230
1 400 0 0,398 0,392 0,394 | 0,394667| 0,0000
o
Curva padrao BSA para BCA
1,8000
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Curva padrio para Lowry

Reagente Folin-Ciocalteu (FC)

5 mL reagente FC + 5mL upH20 -> 1,0 N reagente fenol

Solugao Lowry:

Solugao A
1g NaOH

59 Naz2C0s
250 mL H20up
Solugao A:B = 50:1 (Solugéo Lowry) armazenar a 4 °C frasco plastico opaco
40 pyL amostra + 200 yL Léwry -> 10 min -> 20 pL FC -> 30 min -> A 750 nm

Solucao B

100 mg Tartarato sodio-potassio

50 mg CuSO4
10 mL H20up

124

Ou

20 yL amostra + 100 pyL Léwry -> 10 min -> 10 yL FC -> 30 min -> A 750 nm

amostra |Diluent {uL)|volume BSA (uL}|{mg/ml inal BSA concentration {ug/ml| Abs 750 nm média
A 250 750 1.500 0,5 0,523 0,498 0,507000
B 625 625 1000 0,487 0,477 0,48 | 0,481333
C 310 310 A 750 0,417 0,43 0,423 0,423333
D 625 625 B 500 0,385 0,387 0,385 | 0,385667
E 625 625 D 250 0,275 0,273 0,271 0,273000
F 623 623 E 123 0,204 0,206 0,215 0,208333
G 300 200 F 25 0,127 0,13 0,126 0,127667
H 200 200 G 3 0,114 0,111 0,121 0,115333
| 800 200 H 1 0,106 0,114 0,114 | 0,111333
1 1000 0 0 0,112 0,106 0,098 0,105333

ATS50 - branco

Standard curve BSA Lowry

400

600

v =-2E-07% + 0,0006x + 0,012
R®=10,9922

800 1.000 1.200 1.400
BSA ug/ml

1.600
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APENDICE 2 - RESULTADOS TOTAIS DE INIBIGAO ACE

mU mU
amostra amostra padrdo % inh
GLCC144<3
hdrl 7,8 122
F8<3 hdrl 12,1 122
F8<10 hdrl 12,1 122
GL112<10
hdrl 17,8 122 85,41
F7<5 18,4 122 84,92
PdjCh<3 hdrl 19,1 122 84,34
F1<3 19,3 122 84,18
Scom<10 21,2 122 82,62
AaCC<10 22,2 122 81,80
F1<10 22,2 122 81,80
PdjCh<10 hdrl 22,3 122 81,72
F7<10 hdrl 22,3 122 81,72
F7<5 22,5 122 81,56
GFC<3 hdrl 23 122 81,15
unk 23,1 122 81,07
PeT<3 24,2 122 80,16
unk 24,2 122 80,16
F7<10 24,3 122 80,08
L6609<3 hdrl 25,4 122 79,18
F3<3 hdrl 26,4 122 78,36
Pscb<5 27,5 122 77,46
PeT< 28,6 122 76,56
AaCC<10 28,7 122 76,48
Pscb<10 29,4 122 75,90
F1<5 31,6 122 74,10
CL7<10 31,8 122 73,93
Pscb<3 hdrl 31,9 122 73,85
CL<5 319 122 73,85
PeT<5 32,5 122 73,36
GL112<3 hdrl 36,4 122 70,16
CL7<5 42,6 122 65,08
L6609<10 hdrl 44 122 63,93
F3<10 hdrl 46,2 122 62,13
GLCC144<10
hdrl 47 122 61,48
Gcurtisii 63,6 122
F3<5 83 122
Geurtisii<3 88,8 122
unk 109,1 122
Geurtisii<3 114,3 122
Scom<3 118,4 122
Scom<5 119,1 122

Gcurtisii<3 125 122
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ACE inhibition rate (%) = (1 - (mUamostra/mUpadrzo )) X 100

Detalhes dos resultados da cinética enzimatica

1 21,6000 66,6000 58,6000 79,6000 106, 6000 77,6000 134,6000 94,6000 87,6000
2 24,6000 89,6000 54,6000 87,6000 113,6000 104, 6000 152,6000 116,6000 120,6000
2 42,6000 112,6000 73,6000 117,6000 137, 6000 149,6000 173,6000 152,6000 175,6000
4 57,6000 144 6000 26,6000 151,6000 161,6000 187,6000 210,6000 138,6000 229,6000
5 70,6000 1816000 83,6000 1716000 138 6000 232 6000 245 6000 230,6000 282,6000

29

1 58,6000 63,6000 62,6000 92,6000 26,6000 100,6000 128 6000 70,6000 119,6000
2 95,6000 87,6000 60,6000 110,6000 127 6000 127,6000 136,6000 84,6000 197,6000
3 1226000 102 6000 62,6000 132,6000 174 6000 174,6000 162 6000 ‘99,6000 364,6000
4 154,6000 119 6000 64,6000 149,6000 215, 6000 215,6000 195 6000 129 6000 4876000
5 192, 6000 143 6000 75,6000 153, 6000 296,6000 296,6000 215, 6000 162 6000 6176000




146,6000
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1 50,6000 170,6000 222 6000 148 6000 151,6000 172,6000 125 6000
2 147, 6000 251,6000 165,6000 279,6000 327, 6000 228 6000 251,6000 255 6000 1938, 6000
3 216,6000 364,6000 244 6000 412,6000 470,6000 313 6000 375,6000 372 6000 303,6000
4 292 6000 487,6000 241 6000 546,6000 513 6000 409, 6000 511,6000 519,6000 407, 6000
5 369,6000 517,6000 450, 6000 676,6000 754 6000 537,6000 638,6000 544 6000 509, 6000

1

2 54,6000 83,6000 100, 6000 93,6000 62,6000 66,6000 132,6000 87,6000 83,6000
3 96,6000 113,6000 125 6000 125 6000 81,6000 82,6000 144, 6000 118 6000 123 6000
4 123,6000 135,6000 155,6000 161,6000 93,6000 112 6000 134, 6000 145,6000 1546000
5 155,6000 169,6000 178 6000 201, 6000 132 6000 136,6000 271,6000 170, 6000 186, 6000




72,6000

74,6000
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1 76,6000 86,6000 34,6000 34,6000 81,6000 74,6000 74,6000
2 90,6000 95,6000 103,6000 108,6000 50,6000 50,6000 102 6000 58,6000 57,6000
3 115,6000 133,6000 139,6000 140,6000 74,6000 74,6000 1336000 127 6000 131 6000
4 141,6000 172,6000 172,6000 1746000 100,6000 100,6000 167, 6000 160,6000 166, 6000
5 168, 6000 213 6000 213 6000 212 5000 129 6000 129 6000 197,6000 193 6000 210, 6000

1
2
2 115 6000 135,6000 135,6000 140,6000 74,6000 74,6000 133,6000 127,6000 131,6000
4 141, 6000 172 6000 172, 6000 174 6000 100,6000 100,6000 167,6000 160,6000 166,6000
5 168, 6000 213, 6000 213, 6000 212, 6000 125, 6000 125,6000 1976000 1938,6000 210,6000




205 6000
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1 22,6000 7,6000 7,6000 69,6000 14,6000 22,6000 -20,4000 28,6000
2 326 6000 20,6000 24,6000 24,6000 103, 6000 12,6000 17, 6000 -16,4000 42,6000
3 466 6000 16,6000 15,6000 15 6000 148 6000 13,6000 13, 6000 -16,4000 67,6000
4 601 6000 20,6000 22,6000 22,6000 203, 6000 23,6000 12 6000 -17,4000 87,6000
5 726,6000 16,6000 21,6000 21,6000 260,6000 17,6000 10, 6000 -13,4000 102,6000
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APENDICE 3 - REAGENTES E EQUIPAMENTOS

3.1. REAGENTES

Todos os reagentes e solventes de grau analitico. Agua deionizada, agua
miliq, reagente de bradford (azul de coomasie) b6916 Sigma-Aldrich, kit analise
proteina BCA (bicinconinic acid) Pierce, reagente de folin Merck, 1,7-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (dpph) sigma-aldrich, tris-(hidroximetil)-aminometano, carbonato de
sédio, bicarbonato de sddio, hidroxido de sodio, citrato de sodio, acetato de sddio,
acido acético, alcool-etilico p.a. 98,9%, tartarato de sodio-potassio, sulfato de cobre,
acido cloridrico, acido sulfurico, acido sulfamico, cloreto de amoénia, proteina
purificada bovine serum albumin (BSA) Pierce, Tween 80, cloreto de sédio, cloreto de
potassio, carboxi-metil celulose, glicerol, éleo de imersdo para microscopia.
Angiotensin converting enzyme (ACE) activity assay kit (fluorometric), Sigma-Aldrich,

catalog number cs0002, adquirido em abril/2021.

3.2. EQUIPAMENTOS

Estufa BOD 25 °C, estufa bacteriolégica 30, 37 e 50 °C, estufas de secagem,
50 e 100 °C, shaker incubadora TECNAL, camara de fluxo laminar VECO, bico de
Bunsen, autoclave, centrifuga refrigerada para 5000 rpm (minimo), com rotor para
tubos de 15 e 50 mL, microscoépio, termémetro, paquimetro digital, balanga analitica
0,0000 g, pHmetro digital, forno micro-ondas, ultrafreezer -80, freezer -20, geladeiras,
agitador magnético, timer, placas de Petri, parafilme, microplacas 96 pocos, leitores
de placas 96 pocos BIOTEK power wave xs e infinite® 200 TECAN, liofilizador
moduloyd Thermo Scientific, equipamento para Kjeldahl (unidade de destilagao
automatica UDK159 VELP Scientifica), deionizador, purificador MiliQ, lavadora
ultrassénica, bico ultrassom, vortex, banho maria, micropipetas automaticas 10-20-
100-200-1000-5000 L, rack para micropipetas, micropipeta automatica multicanal
(10-100 pL), ponteiras plastico para os respectivos volumes, rack para ponteiras.
Diversos volumes de béqueres, erlenmeyer, provetas, tubos de ensaio com tampa
rosqueada, estante para tubos, tubos tipo falcon para centrifuga (15 e 50 mL), estantes
para tubos de varios tamanhos, microtubos 1-5 mL, criotubos 1-5 mL, frascos para
liofilizagdo com tampa de borracha, baldo volumétrico varios volumes. Membranas
para ultrafiltragem tangencial Cytiva/Sartorius/GE®, para volumes de 5-20 mL, nos
limiares de peso molecular (MWCO) 3, 5 e 10kDa.



APENDICE 4 - LISTA TOTAL DE OCORRENCIAS DE MACROFUNGOS
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Total de tentativas de isolamento, micélios estaveis, instavel ou sem sucesso

Grupo Espécie Distribuicao Substrato Ocorréncia
Anamorficos Paecilomyces sp. Cosmopolita Inseto 1x
Ascomycota Ascopolyporus Neotropical Parasitas 1x
cochonilhas
Cookenia colensoi Neotropical Madeira 2X
decomposicéo
Basidiomycota cf. Antrodiella sp. Madeira 1x
decomposicéo
Amanita gemata Humus, Pinus 2Xx
Amanita muscaria Humus, Pinus abundante
Amauroderma sp. Madeira 3x
decomposigao
Armillaria puigarii Humus Abundante
Armillaria sp. Madeira, serapilheira | 3x
Auricularia fuscosuccinea | Pantropical Madeira Abundante
decomposigao
Auricularia nigricans Neotropical Madeira 5x
decomposigao
Boletinellus exiguus Neotropical humus 2x
Boletus edulis Humus 4x
Coprinellus disseminatus | Cosmopolita Madeira Abundante
decomposicao
Coprinus comatus Cosmopolita Humus Abundante
Cotylidia spectabilis Neotropical Serapilheira 1x
Crepidotus sp. Madeira 5x
decomposicéo
Cuphophyllus  niveicolor | Cosmopolita Humus 1x
ou Hygroaster albellus
Cymatoderma caperatum | Pantropical Madeira Abundante
decomposicéo
Deconica sp. Serapilheira 1x
Entoloma sp. Humus 1x
Filoboletus gracilis Neotropical Madeira 4x
decomposigao
Ganoderma australe Cosmopolita Madeira Abundante
decomposigao
Ganoderma sp. Raizes arvore viva 4x
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Geastrum saccatum Cosmopolita Humus 3x

Gerronema cyathiforme Neotropical Madeira 5x
decomposicao

Gymnopilus cf. spectabilis Madeira/Humus Abundante

Gymnopus sp. Madeira 1x
decomposigao

Hohenbuehelia sp. Madeira 4x
decomposicéo

Hydnopoliporus fimbriatus | Neotropical Serapilheira 5x

Hydropus sp Madeira 2X
decomposicao

Hygrocybe cf. cbnica Humus 1x

Lentinus crinitus Neotropical Madeira Abundante
decomposigao

Lentinus (Panus) | Pantropical Madeira 3x

strighellus ou P. strigosus decomposicao

Lentinus (Panus) Humus/serrapilheira 1x

velutinus

Lepista sordida Pantropical Humus Abundante

cf. Lepiota sp. Humus 1x

Marasmiellus 4 spp. Madeira 4x
decomposicao

Marasmius 3 spp. Madeira 5x
decomposigéo

Mycena varias spp. Serrapilheira 10x

Neoclitocybe byssiseda Madeira 3x
decomposicéo

Omphalotus sp. Madeira 1x
decomposigao

Oudemansiella cubensis Madeira decom Abundante

Panus sp. Madeira Abundante
decomposigao

Phellinus sp. Madeira 1x
decomposigao

cf. Pholiota sp. Humus 1x

Pleurotus pulmonarius Cosmopolita Madeira 10x
decomposicao

Pluteus sp. Madeira 1x

decomposicao
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Podoscypha petaloides Madeira decom 1x

Polyporus gujanensis Pantropical Madeira Abundante
decomposicao

Polyporus leprieuri Pantropical Madeira 1x
decomposigéo

Polyporus tenuiculus Pantropical Madeira Abundante
decomposicéo

Polyporus tricholoma Neotropital a | Madeira 3x

paleotropical decomposicao

Psathyrella candoleana Cosmopolita Serrapilheira Abundante

Psilocybe cubensis Cosmopolita Esterco bovino 5x

cf. Radulodon sp. Madeira decom 1x

Ramaria spp. Serrapilheira

Rigidoporus lineatus Cosmopolita Madeira decom 4x

Russula sp. Humus, Pinus Abundante

Russula consobrina Humus, Pinus 1x

cf. Rhodocybe sp. Serrapilheira 1x

Suillus cothurnatus Humus, Pinus Abundante

Suillus granulatus Humus, Pinus Abundante

Trametes cubensis Neotropical Madeira decom 3x

Trametes sanguinea Pantropical Madeira decom Abundate

Trametes versicolor Cosmopolita Madeira decom Abundante

Trametes villosa Pantropical Madeira decom 1x
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ANEXO 1 - MEGAFILOGENIA PARA OS MACROFUNGOS (EXCETO ASCOMYCOTA)

Sistema de classificacdo (simplificado)

dos grandes grupos dentro

Basidiomycota, de acordo com VARGA, T. et al., 2019, segundo o agrupamento

cladistico proposto, por sequéncia de derivagao dentro da arvore filogenética.

Sub-filo Ordem Familias e principais géneros e st travano)
Dacrymycetes
Tremellomycetes | Tremellales Tremella
? Cantharellales Cantharellus
? Auriculariales Auricularia
? Trechisporales
Phalomycetidae Geastrum, Phallus, Clathrus
? Hymenochaetales | Ramaria
? Corticiales
? Russulales Russula
? Thelephorales
? Polyporales Polyporus, Lentinus, Panus, Ganoderma
Agaricomycetidae | Boletales Boletus, Suillus
Agatricales Hygrophoraceae (Hygropus)

Pleurotaceae (Pleurotus, Crepidotus)

Marasmiaceae (Marasmius, Mycena)

Omphalotaceae (Lentinula)

Entolomataceae (Entoloma)

Amanitaceae (Amanita, Pluteus)

Lycoperdaceae (Lycoperdon)

Agaricaceae (Agaricus)

Psathyrellaceae (Psathyrella, Coprinus)

Strophariaceae (Psiclocybe)

Inocybaceae (Inocybe)

(?) as ordens agrupadas apresentam “raizes” sem distingdo de sub-filo



