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9.1 INTRODUCAO

Existe grande diversidade de macromicetos no mundo, e a rica variedade
de formas e cores que eles apresentam se reflete na diversidade de estruturas
moleculares que os compoem. Alguns cogumelos sio comestiveis, outros, ou
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nao apresentam caracteristicas organolépticas agraddveis ou sdo tOxicos.
Algumas espécies produzem substiancias alucindgenas e outras produzem
substancias potencialmente letais, outras ainda contém importantes substian-
cias que podem ser usadas para fins medicinais, capazes de curar ou tratar
as mais diversas enfermidades'>.

Alguns dos beneficios proporcionados pelos cogumelos podem ser obti-
dos simplesmente incluindo cogumelos comestiveis e produtos derivados na
alimentacdo®. Outra possibilidade é a adicao de extratos de cogumelos ricos
em substancias ativas como suplemento em alimentos, como massas, bebi-
das, cereais, gelatinas e temperos. Esses alimentos com propriedades fun-
cionais, denominados nutracéuticos?, contendo cogumelos e/ou substiancias
derivadas apresentam um grande potencial de mercado, ainda quase total-
mente inexplorado no Brasil®7.

O emprego de cogumelos medicinais para o preparo de farmacos requer
a identificacdo e purificagao de compostos ativos. Trata-se de um campo ja
relativamente desenvolvido na Asia, Europa e América do Norte, que repre-
senta um potencial estratégico para o Brasil, levando-se em conta a admira-
vel biodiversidade nacional de cogumelos®’. Em todo o pais observa-se um
crescimento no nuamero de pesquisadores e de laboratorios envolvidos em
variadas etapas de pesquisa, desde o levantamento da biodiversidade e iso-
lamento de novas espécies até a avaliagdo de propriedades farmacoldgicas,
identificagdo e caracteriza¢ao molecular de principios ativos.

Neste capitulo estdo descritos alguns exemplos de atividades farmacolé-
gicas de substancias produzidas por cogumelos, com base em relatos ampla-
mente documentados na literatura cientifica, incluindo atividades antimi-
crobianas e antiparasitdrias, imunomoduladoras e antitumorais, prevengao/
tratamento de doengas cardiovasculares e como agentes antioxidante. Tam-
bém incluimos uma revisdo geral dos fundamentos cientificos e desenvol-
vimentos técnicos ao longo da historia, além de breves revisdes acerca de
trés importantes espécies de cogumelos medicinais: Ganoderma lucidum,
Cordyceps militaris e Agaricus subrufescens. Como exemplo de aplicacao
técnica, destacamos a producio de polissacarideos bioativos a partir de cul-
tivos miceliais, por ser uma classe de substancias bem estudada e por ja
existirem produtos no mercado mundial com base nessa tecnologia. Um pro-
tocolo para producdo e recuperagao, em escala laboratorial, de exopolissa-
carideos a partir do cultivo micelial submerso de G. lucidum é apresentado,
assim como um método analitico para estimar a produtividade do processo,
de modo a fornecer subsidios para realizar experimentos de otimizagao da
produgdo e da recuperagao/purificagio.
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Muitas perspectivas emergem quanto ao futuro da biotecnologia de
macromicetos no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e nutracéuti-
cos. Espera-se que o presente capitulo contribua para esse objetivo, difun-
dindo informag¢des que estimulem novas pesquisas, direcionadas para a gera-
¢ao de novos e melhores medicamentos e alimentos funcionais, com vistas a
manuten¢ao e promoc¢ao da satde e qualidade de vida da populacio.

9.2 FUNGOS/COGUMELOS: ASPECTOS GERAIS E BIOLOGIA

Os fungos sao um grupo de organismos distinto dos vegetais e dos ani-
mais, porém evolutivamente mais proximos dos vegetais e dos animais que
de qualquer outro grupo de organismos. Os fungos apresentam quitina
(comum em insetos) e glucanas (comuns em vegetais) na composicao das
suas paredes celulares. Em geral, crescem fixos sobre substrato nutritivo,
como os vegetais, porém, diferentemente dos vegetais, os fungos nao apre-
sentam clorofila, e dessa forma ndo sio capazes de realizar fotossintese.
Retiram a energia e o material que precisam para se desenvolver da digestao
de matéria organica. Sdo, portanto, heterotroficos, como os animais. Podem
apresentar o papel ecoldgico de decompositores, parasitas, comensais ou
simbiontes®!°,

Existem fungos unicelulares, como a levedura Saccharomyces cerevisae,
utilizada ha milénios pela humanidade para produzir pao, cerveja e vinho.
Esses organismos sdo também o ponto de partida para a fabricacao de bebi-
das destiladas e de etanol combustivel. Outros fungos sio multicelulares e
formam redes de filamentos. Cada filamento, formado por células alonga-
das, é denominado hifa. Uma rede de hifas se denomina micélio. Os fungos
filamentosos podem se reproduzir de maneira assexuada, pela fragmenta-
¢ao das hifas ou por reprodugdo sexuada ou assexuada, pela producdo de
esporos. Alguns dos fungos filamentosos produzem esporos em estruturas
microscopicas. Outros sdo capazes de formar corpos de frutificagio macros-
copicos, que sdo tecnicamente chamados carpoforos e popularmente conhe-
cidos como cogumelos (Figura 9.1). Tais fungos sdo cientificamente denomi-
nados macromicetos ou macrofungos®.

O ciclo de vida dos cogumelos pode ser dividido em pelo menos trés fases:
esporo, micélio e corpo de frutificacio, também chamado carpéforo (Figura
9.2). Dadas as condi¢oes adequadas de temperatura, umidade e nutrien-
tes, os esporos germinam, dando origem a estruturas filamentosas, multi-
celulares, denominadas hifas, que secretam enzimas digestivas e absorvem
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Figura 9.2 Representagdio esquemdtica do ciclo de vida dos cogumelos. Ver texto para maiores detalhes.

moléculas do substrato. Um conjunto de hifas é denominado micélio. Cada
esporo da origem ao que se denomina micélio primdrio (formado por célu-
las mononucleadas haploides). Quando micélios primarios compativeis se
encontram, pode ocorrer plasmogamia (fusdo de células), gerando micélio
secundario (células binucleadas, niucleos haploides). O micélio secundario
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tem o potencial de gerar corpos de frutificacdo sob determinadas condicoes.
Nos carpoforos, mais especificamente na regidao do himénio (lamelas nos
champignons, por exemplo), sio formadas estruturas (ascos ou basidios)
onde ocorrem fendomenos de fusiao e recombinacio entre os ntcleos, gerando
novos esporos e fechando o ciclo (Figura 9.2).

Cogumelos decompositores primarios (por exemplo, Lentinus spp. e
Pleurotus spp.) sdo capazes de degradar e assimilar uma imensa variedade
de moléculas organicas, podendo ser cultivados em substratos que incluem:
serragem, cepilho, lascas e toras de madeira, palhas, bagacos, farelos, cascas,
graos e substratos liquidos, como melaco e milhacina'. Ja os decomposito-
res secundarios, como os Agaricus spp. (por exemplo, champignon de Paris
e cogumelo-do-sol) necessitam substratos previamente compostados (pré-
-decompostos por outros micro-organismos)'*. Dessa forma, os cogumelos
podem ser utilizados como ferramentas para reciclar residuos organicos'’.

Em relagdo ao aspecto nutricional, os cogumelos sio uma 6tima fonte
alimentar (Tabela 9.1), e a composi¢cao em carboidratos, gorduras, vitami-
nas varia segundo a espécie e também segundo o substrato utilizado no
seu cultivo'®.

Tabela 9.1 Composicdo fisico-quimica, em peso seco, de cogumelos. Adaptado de Trione e Michaels (1977, apud Yokomizo & Bononi,
1985)"

COGUMELD f(’,'jgf;';’)‘ OO0 conoura mea PR
(%) (%) (%) (%) (KCAL/1006)
Agaricus bisporus 2390348 51,30625 1,708,0 8,0010,4 328 0 381
Auricularia spp. 420a7,7 799 087,6 08a9,7 11,9019,8 347 a 384
Flammulina velutipes 17,6 73,1 1,9 3,7 378
Lentinulo edodes 13,4017,5 67,5a78,0 4908,0 7,308,0 387 0392
Pleurotus ostrearus 10,50 30,4 57,6 081,8 1,602, 75a8,7 3450 367

Volvariella volvacea 21,3 0 43,0 50,9 a 60,0 07064 440134 254 0374

Os cogumelos sao constituidos, de um modo geral, de 90% de agua, ele-
vados teores de proteina, vitaminas (B1 e C), riboflavina, biotina e niacina.
Apresentam todos os 21 aminoacidos essenciais, sendo ricos em sais mine-
rais e fibras de baixo valor calérico (30 cal/100 g de cogumelo)!'®. Desco-
briu-se também que sio capazes de produzir vitamina D, quando brevemente
expostos ao sol'’.
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Mais de duas mil espécies de cogumelos sao reconhecidas como comesti-
veis. Sabe-se que outras dezenas produzem substancias alucinégenas, como
a psilocibina (cogumelos do género Psilocybe) e a muscarina (Amanita
muscaria)?®?' (ver Figura 9.3). Além disso, existem dezenas de espécies
potencialmente letais. Como exemplo, pode ser citado que alguns miligra-
mas por quilograma de massa corpoérea da substancia alfa amanitina, pro-
duzida por Amanita phalloides (o chapéu-da-morte) e Galerina marginata,
podem levar um individuo saudavel a 6bito?? (ver Figura 9.4). Contudo, ha

espécies de macromicetos que contém importantes substancias medicinais®?3.

Figura 9.3 Exemplos de macromicetos que produzem substincias alucindgenas. Psylocibe cubensis (esquerda)® e Amanita muscaria
(direita).

Exemplos de atividades farmacologicas experimentalmente confirmadas,
exibidas por substincias encontradas em cogumelos, sdo: hipolipidémica,
antiarterosclerética?”28, hipocolesterolémica e diurética (importantes na pre-
vengao e tratamento de doengas cardiovasculares), imunomoduladora (que
resulta indiretamente em atividade antitumoral, aumento de resisténcia a
infec¢Oes e amenizagdo de reagdes alérgicas)?’, antioxidante®’, hepatopro-
tetora, antiparasitaria, anti-inflamatoéria, antidiabética®'-? e moduladora da
produg¢do de hormonios?*3.
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Figura 9.4 Exemplos de macromicetos que produzem substéncias letais. Amanifa phalloides (esquerda)? e Galerina marginata
(direita) 2.

9.3 USO TRADICIONAL E CONFIRMACOES CLINICAS

Indicios na literatura e histéria da humanidade apontam que os seres
humanos vém utilizando cogumelos com finalidades medicinais ha varios
milénios. Os registros formais mais antigos de propriedades medicinais de
cogumelos estdo em livros de medicina tradicional chinesa e datam de mais
de 2 mil anos®*'. Porém, ha hipoteses de que essa historia seja muito mais
antiga. Foram encontrados, na fronteira entre a Itdlia e a Austria, os restos
mortais altamente conservados de um homem, que viveu em meados de 3300
a.C. Esse individuo portava uma bolsa com fragmentos de cogumelos de
espécies ndo comestiveis, possivelmente para utilizagao medicinal®s.

Os egipcios destinavam os cogumelos para a alimentacdo dos nobres, e
os romanos os consideravam comida dos deuses®*. Algumas religides anti-
gas, como a de povos astecas gregos, empregavam cogumelos alucindge-
nos em seus rituais?!. Povos nativos do Brasil apresentam conhecimentos
sobre a utilizacdo alimenticia e medicinal de varias espécies de cogumelos.
Os tupis-guaranis utilizam uma espécie de cogumelo chamada Pycnoporus
sanguineus com finalidades medicinais. Os caingangues incluem a espé-
cie Pleurotus pulmonarius na sua alimenta¢io’. Os ianomamis, da Ama-
zOnia, conhecem e utilizam vdrias espécies para finalidades alimenticias
e medicinais?’.
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Apesar de existirem registros antigos do conhecimento e utilizagiao de
cogumelos, o cultivo apenas foi viabilizado mais recentemente, na era crista's.
Os primeiros cogumelos cultivados foram do género Auricularia, na China,
por volta de 400 d.C.;o0 dominio do cultivo do shiitake (Lentinula edodes),
também na China, foi registrado em torno de 600d.C. O champignon de
Paris (Agaricus bisporus) apenas comegou a ser cultivado em meados de
1600d.C.

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidas técnicas para o cultivo de deze-
nas de espécies de cogumelos, inclusive algumas espécies de trufas. Porém,
o cultivo de diversas espécies permanece um desafio a ser vencido. Varios
fatores sio bastante complexos, tais como as intera¢des entre simbiontes
(arvore/cogumelo, por exemplo) e as relagdes parasita/hospedeiro (cogu-
melo/inseto, por exemplo).

A utilizacdo terapéutica milenar de cogumelos e as novas tecnologias de
producdo motivaram uma série de estudos para avaliar a bioatividade de
diversas substancias produzidas por esses organismos. Muitos artigos cienti-
ficos confirmaram algumas das propriedades medicinais alegadas pela medi-
cina tradicional®$-40,

A Tabela 9.2 mostra resultados obtidos em experimentos clinicos envol-
vendo substancias ativas derivadas de cogumelos.

Tabela 9.2 Atividades farmacoldgicas de substncias extraidas de cogumelos, confirmadas em testes clinicos

EFEITO/DOENCA SUBSTANCIA ESPECIE DE COGUMELO MECANISMO/ DETALHES ANO REFERENCIAS

Prolong_ﬂmenro da sobr}ewdu em 2009 n
pacientes com metdstase

Supresstio da afividade de aromatase

Antictincer (gdstrico) Polissacarideo K lentinana  Lentinus edodes

N Extratos aquosos Agaricus bisporus ¢ da proliferagdo de célulos tumorais. 2001 42
Anficancer (mamo) Diminuictio na produgio de estrégeno.
Triterpenos hidroxilados Diversas Supressto da sinalizagdo Akt/NF+B 2008 43
Polissacari- . . ) Estimula os respostas imunoldgicas 2007
deo K (PSK) Corils versiclor (#H10 inata e adaptativa 2006 a6
i . Inibe a proliferacto de células
Anticiincer (coloretal) Lecing A. bisporus (ABL) tumorais humanas invitro 199346
Indugdo da expressdo de proteinas pro-
Extrato aquoso Inonotus obliquus -poptdticas e inibigdo da expressdo 2009 47
de proteinas antiapoptoticas
_ " A. blazei Murill Aumento da atividade de célulos NK. Alivio
Anficéincer Extrato ndo espedifcado Kyowa (AbMK) de efeitos colaterais da quimioterapia 2004 4
(cervical, ovariano, Lingzi Ganoderma lucidium 2010
endometrial) Lentinana Lentinus edodes  Efeitos antiproliferativos via indugdo da apoptose 2008 49,50

(litocinet Leucopaxillus giganteus




Cogumelos: uma fonte promissora de compostos ativos para o desenvolvimento de hioprodutos farmacéuticos e nutracéuticos

EFEITO/DOENCA SUBSTANCIA ESPECIE DE COGUMELO MECANISMO/ DETALHES ANO REFERENCIAS
Melhora o infernational prostate symptom
Extrato efandlico 6. lucidum score (IPSS) de homens com sinfomas do frato 2008 51
Anticdncer (prostata) urindrio inferior, via inibicdo de 5-ov-redutase
Extrato no especificado 6. lucidum Indugdo da apoptose. Inibictio da angiogénese gggg 52,53
Anfictincer . . . .
(pancredtico—  Irofulven (citotoxina) 0m;zhulofus o{earlus ATMdUd,e qnptumorql N efits 2000 54
o (ndo comestivel) pré-clinicos positivos
sdlido avangado)
. blazei 82% Hericom Agmenro na producio de: citocinas in
Imunomodulaco Andosan™ erinaceus 14,7%; vio Redugto na produgtio de I-1-B 959 g5
’ Gifols frondosa 2. 9% (97%), INF-o (84%), IL-17 (50%) e IL-2
o (46%). Atividade antioxidante in vivo
Imunomodulacio Diminuicdo na produgdo de TNFor induzida
' - Alfo-glucanas A. bisporus por lipopolissacarideos em 69%. Decréscimo 2010 56
(hipercolesterolemia) - o
na produgdo de IL-12 ¢ IL-10 in vivo
Imunorpodulugﬁo Glucana Trametes versicolor Aumento d? §obrewdu o fungdes 2010 57
(cincer) imunoldgicas melhoradas
Imunomodulacio Efeitos sobre células NK, macrdfagos, células
Iy Virios extratos Virias espécies T producdo de cifocinas. Afivacdo de 2007 58
(doencas variadas) CER .
vias mitogénicas por quinases (MAPK)
Digbetes (fpo I Extrmg AbM (com. A, lazei Muril (4610 Aumento da resisténcia u_insulinq, devidg © 9007 59
metformaina e gliclazida) aumento na concentracdo de adiponectina
Reducdio significativa na pressio
Extrato ndo especificado  Pleurotus ostreatus sanguinea, glicose sanguinea, colesterol 2007 60
Doengas DI
o total e triglicérides (in vivo)
cotiovoswlores Polissacarideos ligados a Efeito hipolipidémico e de controle de peso via
profeinas (A-PBP e L-PBP) A. blozel: Leninus edlodes mecanismo envolvendo absorco de colesterol 2002 6]
Extrato ndo especificado  Hericium erinaceus Aumento de pontuagtoem fungﬁgg cognifivas 2009 62
de pessoas com problemas cognifivos leves
Profege confra a morte celular neuronal
Saide mental Dilinoleoil causada pela toxicidade do peptideo
e counicio fosfatidiletanolomina H. erinaceus beta-omiloide (A beta) e estresse oxidativo; 2008 63
ane (DLPE) aumento de pontuacdio em funcdes
cognitivas de pessoas com deméncia
HericenonasC — Hercium erinaceus Induz fator de crescimento de nervos 2008 63
H:Erinacinas A (NGF) (in vitro € in vivo)
Decresce concentracdes de aspartato
Agarius blozei aminotransferase e alanina aminotransferase, 2008 64
Heoafie B Murill (AbM) normalizando as funcges do figado
epatite de pacientes com hepatite B
. Atividades hipoglicémica, antiviral e
Ganopoly® 6. ucidom profetora do figado em hepatite cronica 2005 63
Antiviral (HIV) Famesi hld[qqumonu, 6. colossum Inibictio da protease HIV-1 2009 66
ganomicina |
Antivira Polissacarideos A subrfestens (A Age no estdgio inicial da replicagdo viral 2007 67

(poliomielite) brasiliensis, A. blazei)




324

Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

EFEITO/DOENCA SUBSTANCIA ESPECIE DE COGUMELO MECANISMO/ DETALHES ANO REFERENCIAS

Inibe a proliferaco e a diferenciagdo das células
Th2 e reduz a expressio de citocinas, em
Asma Extrato ndo especificado Cordyceps sp. células mononucleares do sangue periférico. 2010 68
Alivia inflamacio crénica por aumentar
as concentragdes de I1-10 (in vivo)

Atenuam sinfomas relacionados @ constipacio
; S 2004 69
sem efeitos colaterais significativos (in vivo)

Consfipagdo Fibra Auricularia spp.

Diversos laboratdrios passaram a extrair substancias bioativas a partir
dos cogumelos e a elaborar uma série de produtos alimenticios, medicinais e
cosméticos. Técnicas foram desenvolvidas também para produzir moléculas
bioativas a partir de massas miceliais cultivadas em substratos s6lidos”"'e
liquidos, encurtando assim o tempo de fabricagdo e permitindo mais facil
assepsia e controle dos processos®?”72, Alguns produtos que incorporam
estas tecnologias ja estdo sendo fabricados e comercializados em varios pai-
ses. Muitas substancias derivadas de cogumelos estdao em fase de testes clini-
cos de eficicia e toxicidade em todo o mundo.

A seguir, abordaremos com mais profundidade algumas das mais impor-
tantes espécies de cogumelos medicinais utilizadas como fonte de moléculas
ativas para produtos farmacéuticos e nutracéuticos, ao longo da historia.

9.3.1 Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum é um cogumelo medicinal conhecido e utilizado na
China, Japao e Coreia hda milénios e figura nos textos mais antigos de medi-
cina tradicional chinesa como um medicamento superior, indicado no tra-
tamento de uma série de enfermidades e sem efeitos colaterais (Figura 9.5).
Naio apenas propriedades medicinais eram atribuidas a esse cogumelo, mas
até mesmo alegria e prosperidade seriam conferidas aqueles que o consu-
missem. Era um cogumelo relativamente raro de encontrar e, dessa forma,
altamente valioso, destinado a nobreza e aos mais ricos.

Shen Nong no seu Pen Ts’ao Jing, um antigo texto medicinal chinés com
2000 anos diz que “o sabor é amargo, a sua energia neutra, ndo tem toxici-
dade. Cura a acumulag¢io de fatores patogénicos no peito. E bom para o OI
da cabeca, incluindo actividades mentais [...] O consumo em longo prazo
deixa o corpo mais leve; nunca envelhecerds. Prolonga os anos”’*. Um livro
médico chinés denominado de O Bencao Gangmu, publicado no século XVI,
mostra também uma possivel liga¢do entre a pesquisa moderna e o conhe-
cimento popular ao descrever este cogumelo: “Afeta positivamente o QI do
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Figura 9.5 Ganoderma lucidum’.

coragao, reparando a zona peitoral e beneficiando aqueles que tém um peito
congestionado. Tomado ao longo de grande periodo de tempo mantém a
agilidade do corpo, e os anos sdo prolongados [...]”7".

O cultivo é atualmente dominado, o que popularizou os produtos deriva-
dos e estimulou um grande numero de pesquisas ao redor do mundo sobre
as diversas propriedades medicinais alegadas pela cultura popular®’. Con-
tudo, o prego desse cogumelo continua elevado, o que o torna disponivel
para poucos. Esta é provavelmente a espécie de cogumelo medicinal mais
estudada no mundo até hoje. Sabe-se que algumas substancias produzidas
por G. lucidum apresentam marcantes efeitos farmacoldgicos, com destaque
para polissacarideos e triterpenos’®.

Um grande ntimero de atividades farmacolégicas atribuidas aos polissa-
carideos oriundos deste cogumelo é mediado pela atividade imunomodula-
dora dessas substancias, como: atividade antitumoral”’, anti-inflamatdria’®,
antialérgica’ e aumento de resisténcia a infeccdes.

Outras propriedades encontradas em substiancias produzidas por G.
lucidum foram: atividade antioxidante, hipolipidémica?®, hipocolesterolé-
mica, hipoglicémica, antidiabética®’, antiangiogénica e anti-HIV3*3%. Foram
desenvolvidas técnicas para a produgdo de substancias bioativas a partir
do cultivo micelial dessa espécie em meios sélidos e liquidos, encurtando o
tempo de producdo e facilitando a padroniza¢do do produto final®.

Na Tabela 9.3 sao apresentadas as substancias ativas encontradas em
G.lucidum e suas respectivas propriedades farmacologicas.

325
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Sao comercializados cogumelos secos, pulverizados, encapsulados, extra-
tos liquidos e em po, ricos em polissacarideos e produtos alimenticios suple-
mentados com G. lucidum, como café e chocolate. Ainda nao estio regu-
lamentadas a produ¢do e o uso deste cogumelo e produtos derivados no
Brasil. Foi concluida no ano de 2015 a Consulta Publica n°14, de 15 de
maio de 2012, sobre produtos da medicina tradicional chinesa, realizada
pela ANVISA®. O projeto originalmente ndo contempla os cogumelos mais
especificamente, porém espera-se que o texto seja modificado para incluir
essas importantes fontes de substancias medicinais e nutracéuticas. Com a
pressdo de grupos internacionais que visam introduzir produtos no Brasil,
de cultivadores brasileiros, de médicos que prescrevem e pacientes que con-
somem esses cogumelos, é de se esperar que tenhamos em breve posi¢oes
mais claras acerca da legislagcio que normatiza e regulamenta produtos desta
espécie e de outras da medicina chinesa.

Tabela 9.3 Substtncias ativas encontradas em Ganoderma lucidum e seus respectivos efeitos

SUBSTANCIA EFEITOS ANO  REFERENCIA
Imunomodulador, antitumoral 2008 77
ICell Anhox.|dume, h|pollp|Qem|co, 2011 28

hipocolesterolémico
Anti-inflamatério 2009 78
. InibicGio da producto de dxido nitrico 2013 81
Triterpenos — )
Inibicto da adipogénese 2010 82
Anfitumoral 2010 83
Antialérgico 2012 79
Polissacarideos Anti-hiperglicémico, anti-hiperlipidémico 2013 84
Anti-HIV 2013 34
Proteoglicona Antioxidante, antidiabético, 2014 39
nefroprotetor

Peptideo glicana Hipoglicémico 1986 85
Extrto hitkoalcoglico Antiangiogénico, inibictio da produgdio de dxido nitrico 2004 86

(etanol 70%)

Apoptose, supressdo da fosforilagdo de Erk1/2 estimuloda
. . - S » 2008 e
Polissacaropeptideos  por estresse oxidativo, resultando na inibicdo da expressdo 2006 87, 88
de cfos e de fatores de transcrigdio AP-1 e NF-kappaB
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9.3.2 Cordyceps militaris

Fungos ascomicetos do género Cordyceps também sdo conhecidos e uti-
lizados pelos chineses ha milénios (Figura 9.6). Trata-se, em sua maioria de
cogumelos parasitos de insetos, relativamente raros e, assim, de preco ele-
vado. Ophiocordyceps sinensis é uma espécie que ocorre naturalmente no
plato tibetano da China e margeando os campos elevados do Nepal, Butao
e India, usada tradicionalmente para uma série de aplicacdes medicinais®.
Acredita-se que a propria coleta excessiva pode estar tornando esta espécie
cada vez mais rara.

Figura 9.6 Carpdforo de Cordyceps militaris emergindo de um inseto®.

Atualmente se domina o cultivo micelial e de estromas de uma espé-
cie proxima, denominada Cordyceps militaris, que produz principios ati-
vos semelhantes. Essa pratica viabiliza a producao dessas substancias em
escala industrial®'¥2,

Os compostos bioativos de Cordyceps geralmente sio extraidos de
corpo de frutificacdo (pd e extrato), micélio (extrato e po) ou sobrenadante
da fermentagio.

Dentre tais biocompostos destacam-se: polissacarideos extracelular e
intracelular, cordicepina, adenosina, guanosina, cordimina, lovastatina, dcido
Gama Aminobutirico (GABA), ergosta-4,6,8, 22-tetraen-3-ona(ergona);
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Sa,8a-epidioxi-22E-ergosta-6,22-dien-3B-ol; Sa,8a-epidioxi-22E-ergosta-
6,9(11),22-trien-3B-ol; Sa,6a-epoxi-Sa-ergosta-7,22-dien-3B-ol; Sa,8a--
epidioxi-24(R)-metilcolesta-6,22-dien-3B-D-glucopiranosidio; 6-epoxi-
-24(R)-metilcolesta-7,22-dien-3B-o0l; miriocina; melanina; cordisinina A-E,
sitosterol, ergosterol, e serina protease®.

Para esses produtos, sdo citadas na literatura mais de 30 acoes benéficas
para o homem, quer como medicamentos quer como produtos nutracéuticos.
As principais a¢Oes sio: imunomoduladora, antifatiga, imunosupressora,
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria, antiglicémica, antioxidante,
anti-asma, produc¢dao de hormonio, antidepressdo, anti-isquemia cerebral®3.

Polissacarideos imunomoduladores e substincias com alto poder antio-
xidante sdo produzidas por C. militaris em cultivo micelial3®**. Esse cogu-
melo apresentou efeito hipolipidémico e normalizou niveis de testosterona
de camundongos expostos a dietas com alto conteido de lipideos?.

Extratos desse cogumelo também vém demonstrando resultados promis-
sores no tratamento da asma: inibem a prolifera¢dao e a diferenciagdo das
células Th2 e reduzem a expressdo de citocinas, por inibir a expressio do
mRNA GATA-3 e estimular a expressio do mRNA Foxp3 em células mono-
nucleares do sangue periférico. Esses extratos aliviam inflamag¢des cronicas,
por aumentar as concentracdes de IL-10%8.

9.3.3 Agaricus subrufescens (A. brasiliensis, A. blazei)

Espécie nativa do Brasil, de taxonomia ainda controversa, conhecida
popularmente como cogumelo-do-sol (Figura 9.7). Estudos sugerem que
a espécie previamente identificada como Agaricus blazei e posteriormente
denominada A. brasiliensis pode ser a mesma espécie que ocorre na América
do Norte com o nome de A. subrufescens. Independentemente da classifica-
¢ao proposta, uma série de propriedades farmacologicas é atribuida a esta
espécie pela medicina tradicional do interior do estado de Sio Paulo. Por
este motivo, na década de 1960, pesquisadores japoneses levaram espéci-
mes nativos do Brasil (mais especificamente da cidade de Piedade, no inte-
rior do estado de Sao Paulo), para serem cultivados e estudados quanto
as suas propriedades medicinais. Atividades especialmente relacionadas a
imunomodula¢do foram detectadas, inicialmente por pesquisadores japone-
ses e depois por varios grupos de pesquisa ao redor do mundo, como: ativi-
dade antitumoral, antialérgica, anti-inflamatéria e aumento de resisténcia a
infeccoes*-93-%,



Cogumelos: uma fonte promissora de compostos ativos para o desenvolvimento de hioprodutos farmacéuticos e nutracéuticos 329

Em estudos clinicos com extratos deste cogumelo, foi detectado aumento
de atividade de células NK e alivio de efeitos colaterais da quimioterapia em
pacientes com cancer de ovario, endométrio e na regido cervical*.

Polissacarideos ligados a proteinas A-PBP apresentaram efeito hipo-
lipidémico e de controle de peso via mecanismo envolvendo absorc¢io
de colesterol®!.

Extratos de A. blazei (A. subrufescens), em combina¢ao com as substan-
cias metformina e gliclazida, resultaram em um aumento da resisténcia a
insulina em pacientes com diabetes tipo 2, devido ao aumento na concentra-
¢do de adiponectina®’.

Descobriu-se também que polissacarideos de A. subrufescens apresentam
atividade antiviral, agindo no estdgio inicial da replicacdo do virus da polio-
mielite®”. Além disso, extratos deste cogumelo resultam no decréscimo nas
concentragdes de aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase,
normalizando as fung¢ées do figado de pacientes com hepatite B4,

Figura 9.7 Agaricus subrufescens®.

Apesar da utilizacdo culinaria ser possivel, atualmente esta espécie é culti-
vada apenas para utilizacio medicinal. E comercializada na forma de corpos
de frutificacdo secos em pedacos ou pulverizados, capsulas de cogumelos
secos pulverizados ou de extratos ricos em polissacarideos. Contudo, apesar
dos estudos cientificos acerca das propriedades terapéuticas de substancias



330 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

derivadas deste cogumelo, a legislacdo brasileira atualmente o aceita apenas
como cogumelo comestivel. Nenhuma propriedade farmacoldgica pode ser
atribuida em material publicitario dos produtos formulados contendo subs-
tancias oriundas deste cogumelo no pais. Tudo indica que, com o volume
de estudos realizados e o mercado que essas substancias poderdo alcancar,
os procedimentos para regulamentacdo da utilizagao medicinal devam ser
concluidos em breve. Este caso podera ser um dos pioneiros na area de vali-
dacdo e regulamentaciao de firmacos derivados de cogumelos no Brasil.

9.4 POSSIBILIDADES TERAPEUTICAS DE COGUMELOS

Com base em informagoes da utilizagao tradicional e resultados experi-
mentais rigorosos, novos produtos estao sendo desenvolvidos. Na Tabela 9.4
sdo apresentadas algumas patentes de produtos formulados com metabdélitos
bioativos obtidos a partir de cogumelos para a preven¢do de doengas huma-
nas, prova do grande interesse industrial e farmacéutico que os cogumelos
vém despertando.

Tabela 9.4 Patentes referentes o produtos contendo substincias ativas de cogumelos

ANO PRODUTO REFERENCIAS
2013 Proteina imunomoduladora de Ganoderma microsporum com atividade antitumoral 98
2013 Extratos antitumorais de Cyathus striatus 99
Polissacarideo de Lentinus spp. para aplicacdes em produtos
2009 famacai o i 100
armacéuticos, nutracduticos e cosméticos
Polissacarideos produzidos por cultivo micelial no estado sélido para
2009 o . . 70
aplicagdo em produtos nutracéuticos e farmacéuticos
2003 Cosméticos anidros contendo exiratos de cogumelos 101
2003 Extratos do micélio de Antrodia camphorata, compostos principalmente por 102

polissacarideos, com atividade imunomoduladora, antitumoral e antiparasitdria

Extratos ricos em polissacarideos, de diversas espécies de cogumelos, com
2003 atividades anticincer, imunomoduladora, antioxidante, hipotensiva e hipoglicémica, 103
principalmente para a fabricagdo de medicamentos injetdveis

2002 Nutracéuticos contendo cogumelos ou extratos 104

2002 Proteinas de Tricholoma conglobatum e Scutellarige barbatae com atividade anticincer 105, 106
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9.4.1 Antibiédticos

Os fungos sao notoriamente conhecidos como fontes de substancias com
atividade antibi6tica, com destaque para o primeiro antibidtico (a penici-
lina), descoberta por Fleming em 1928. Fleming teve suas culturas bacteria-
nas contaminadas por fungos do género Penicillium. Percebeu que estes fun-
gos eram capazes de combater bactérias, e que deveriam produzir algum tipo
de substancia com ac¢do antimicrobiana, o que foi comprovado em testes
subsequentes. Uma série de técnicas foi desenvolvida para aumentar a pro-
dutividade e a escala do processo para a obtencdo de penicilina, incluindo
técnicas de mutag¢dao e manipulagdo genética'®’.

Em 1950, foi encontrado um antibidtico de nome pleuromutilina em
cogumelos do género Clitopilus'®®. Plectasina, um peptideo encontrado em
uma espécie de cogumelo chamada Pseudoplectania nigrella, apresentou
forte atividade antimicrobiana. Existem técnicas para produzir plectasina
recombinante em grandes escalas!'?%!10,

Os cogumelos sdao fonte de antibidticos naturais, de baixa e alta massa
molecular. Os compostos de baixa massa molecular sio principalmente
metabdlitos secunddrios, tais como terpenos, esteroides, antraquinona
e derivados do acido benzoico. Jd os metabodlitos de altamassa molecular
incluem, principalmente, os peptideos e proteinas.

Nas altimas décadas, numerosos estudos in vitro tém demonstrado que
essas substancias apresentam atividades contra as bactérias gram-positivas
e gram-negativas'!'""!3 incluindo varias cepas de bactérias patogénicas trans-
mitidas por alimentos!'*. Tem sido sugerido que os efeitos antimicrobianos
do extrato de cogumelo podem ser indiretos. Foi demonstrado que uma fra-
¢ao de polissacarideo de Agaricus brasiliensis pode aumentar a resisténcia
do hospedeiro contra alguns agentes infecciosos, pela estimula¢ao da ativi-
dade microbicida dos macrofagos!®’.

Estudos modelos demonstraram efeitos antibacterianos de A. blazei con-
tra Streptococcus pneumoniae em ratos com infec¢ao sistémica. A falta de
um efeito antibiético em pneumococos em estudo in vitro e o aumento dos
niveis de citocinas MIP-2 e de TNF no soro de camundongos que receberam
extrato do fungo levanta a hipotese de que seu efeito protetor pode estar
relacionado ao sistema imunoldgico nato!'®. Em estudo posterior, os autores
mostraram que um extrato de A. blazei pode proteger contra septicemia
bacteriana letal em um modelo de peritonite em rato!'’.

Extratos de A. bisporus tém maior numero de estudos antimicrobianos
realizados. Seu extrato metandlico revelou atividade contra Bacillus subtilis,
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em concentracao menor do que a ampicilina (MIC = 12,5 mcg/mL)’. O meta-
bolito também foi eficiente contra B. cereus, Micrococcus luteus, M. flavus,
Staphylococcus aureus e S. epidermidis''312°,

9.4.2 Doencas cardiovasculares

Os cogumelos sao uma fonte nutricional bastante saudavel, contendo bai-
xo0s niveis de lipideos e agucares e altas concentragdes de fibras, vitaminas
e proteinas. Nao apenas sao alimentos de baixa caloria, mas também apre-
sentam substancias que podem colaborar na prevencdo e no tratamento de
doencas cardiovasculares.

Estatinas presentes nos cogumelos do género Pleurotus reduzem os niveis
de colesterol LDL no sangue. Substancias presentes no micélio das espé-
cies G.lucidum e A.subrufescens reduzem as concentragdoes de triglicérides
e de colesterol total no sangue?®. Foi demonstrado que lectinas, presentes
em cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus, apresentam efeito supressor
do apetite!?!.

Virias espécies de cogumelos comestiveis, incluindo shiitake, cogumelos-
-ostra e maitake, apresentam altas concentragdes de ergotioneina, aminoa-
cido com alto poder antioxidante e que pode atuar na prevencao de doengas
coronarianas’.

Triterpenos produzidos por G. lucidum inibem a adipogénese por um
mecanismo que envolve a reducao da expressdo de um gene relacionado ao
processo, chamado SREBP-1¢#. Outras atividades farmacoldgicas encon-
tradas em cogumelos e que podem contribuir para aprevencio de doencas
cardiovasculares sdo: redug¢do da agregacdo de plaquetas e diminui¢ao da
pressdo arterial'*.

9.4.3 Antiparasitarios

Extratos de cogumelos tém sido avaliados na busca de medicamentos
contra protozoarios, pois os medicamentos disponiveis apresentam graves
efeitos colaterais. Extratos obtidos a partir do produto de cultivo micelial
em meio liquido de trés diferentes espécies de macromicetos comestiveis
nativos, isolados pelo grupo (Pleurotus djamor, Lycoperdon marginatume
Oudemansiella canarii) foram avaliadas quanto a sua atividade frente a
Leishmania infantum, causadora da leishmaniose visceral!?>!?*, Foi utilizada
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uma metodologia baseada na incorpora¢do de timidina radiomarcada, em
microcultivos dos parasitas. Foram obtidos os seguintes valores de CPM
para cada tratamento testado: controle positivo (695+20), controle nega-
tivo (1628+113), P. djamor(1082+272), L. marginatum(775+139) e O.
canarii(806+138). Duas espécies medicinais nativas (Ganoderma applanatum
e G. stipitatum) também foram testadas contra L. infantum, utilizando uma
metodologia envolvendo a incuba¢do dos parasitas em microcultivos con-
tendo o reagente MTT'?. Os resultados obtidos (absorbancia em 540 nm)
foram: controle positivo (0,290+0,059), controle negativo (0,043+0,102),G.
applanatum(0,059+0,013) e G. stipitatum (0,294+0,042).

Também os fungos tém sido relatados como inimigos naturais de nema-
toides parasitos de humanos, animais e plantas. Sio capazes de desenvolver
estratégias para infectar ou capturar nematddeos, para sua alimentacdo ou
sobrevivéncia. Mais de 200 espécies de fungos nemat6fagos estdo catalo-
gadas. Sao classificados em trés grupos com base no mecanismo de agio:
predadores, endoparasitos e parasitos de ovos'?.

As espécies de fungos pertencentes ao grupo dos predadores formam
armadilhas como redes adesivas, anéis constritores ou nao, botées ao longo
de suas hifas, utilizando-as para capturar e penetrar no corpo do nematoide
e consumi-lo rapidamente!'?’. Os fungos endoparasitos infectam os nematoi-
des através de seus esporos. A infec¢do pode ocorrer através da aderéncia
do esporo a cuticula do nematoide ou através da sua ingestdo. Os esporos
germinam rapidamente e se difundem pela cavidade corporea, absorvendo
todo o conteudo do nematoide'?®. Os fungos parasitos de ovos fixam suas
hifas de modo a danificar a casca do ovo, provavelmente pela acao de enzi-
mas, facilitando a penetracido para, em seguida, provocar sua destruicao!?.

Um quarto grupo foi proposto por Li et al. (2000)'3°, que sdo os fungos
produtores de toxinas, como Pleurotus ostreatus, que imobiliza o nematoide
pela toxina produzida por suas hifas especializadas, as quais crescem qui-
miotropicamente em direcao a boca de suas presas, digerindo-as'*®.Luo et
al. (2006) relataram que o fungo Stropharia rugosoannulata poderia repre-
sentar um quinto grupo, pois age mecanicamente, danificando a cuticula
do nematoide com uma estrutura redonda e espinhosa denominada “spiny
ball” 131,

Estudos envolvendo fungos nematdfagos na saude animal tiveram seu
inicio no século XX, na Franca'?*'33, Na década de 1990, vérios estudos
com fungos nematéfagos foram realizados, impulsionados pela busca de
alternativas no controle da verminose, tendo em vista o crescente aumento
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da resisténcia anti-helmintica, principalmente em pequenos ruminantes,
relatado por diversos pesquisadores do Brasil'3*!3% e de outras regides do
mund0139-141.

Estudo realizado na Holanda por Eysker et al. (2006)'** e outro na Suica
por Faessler et al. (2007)'* administraram por via oral em cordeiros a dose
diaria de 5§ x 10° e 10° clamidosporos de D. flagrans por quilograma, res-
pectivamente, por um periodo de quatro meses. Nao encontraram nenhum
efeito significativo em parametros parasitologicos como contagem de ovos
por grama de fezes, contagem de larvas de terceiro estagio (L3) na pastagem
e ganho de peso, embora a atividade do fungo tenha sido claramente visivel
nas coproculturas.

Os principais gargalos para o desenvolvimento de formula¢bes comerciais
de firmacos e nutracéuticos antiparasitarios usando cogumelos sdo a produ-
¢do em larga escala, armazenamento e a forma de administragao!*.

9.4.4 Imunomoduladores

Sabe-se que os cogumelos produzem substancias capazes de modular o
sistema imunologico?*¢. Nao apenas sdo capazes de estimuld-lo, mantendo
as defesas altas, mas também podem amenizar as reagbes imunoldgicas exa-
cerbadas das alergias.

O aumento da resisténcia a infec¢des, conferido pelo consumo de cogume-
los, esta associado a ativagao do sistema imunolégico. Também a atividade
antitumoral dos cogumelos estd em grande parte associada a essa ativacao”’.

As células “natural killer” (NK) siao células diretamente relacionadas ao
combate a células estranhas, como células tumorais ou micro-organismos
patogénicos. Os cogumelos contém substancias capazes de estimular as célu-
las NK, bem como outras populag¢des de células de defesa, como alguns tipos
de linfocitos T e B!,

Polissacarideos ricos em cadeias de B-glucanas foram identificados como
responsaveis por alteragdes na contagem de diferentes tipos de células do
sistema imunolégico e na produg¢do de moléculas sinalizadoras, como cito-
cinas e 6xido nitrico*®!*¢. Polissacarideos de Antrodia camphorata, por
exemplo, estimulam a producdo da citocina IL-2 por células Th1, enquanto
inibem a produc¢do de IL-4 por células Th2!°2, Qutras classes de compostos
imunomoduladores sio: lectinas, terpenoides e proteinas?’. Triterpenos e o
extrato etanolico de G. lucidum inibem a producio de 6xido nitrico por
macrofagoss?se,
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9.4.5 Antitumorais

Diversos sao os mecanismos de acao antitumoral de substancias deri-
vadas de cogumelos. Algumas dessas moléculas sio capazes de combater
células tumorais, de maneira indireta, através da ativacao do sistema imu-
nolégico”. Dentre essas substidncias indiretamente antitumorais se desta-
cam polissacarideos, frequentemente glucanas’>. Glucanas nada mais sao
que cadeias de moléculas de glicose. Contudo, dadas as diferentes possibi-
lidades de ligacdo entre as subunidades, existem diferentes tipos de gluca-
nas. Foram identificadas em cogumelos glucanas especialmente ativas, cuja
estrutura principal consiste em cadeias de glicose unidas por ligacoes gli-
cosidicas do tipo B-(1—3), com ramificacoes do tipo B-(1—6) (Figura 9.8).
Essas glucanas ativam linfocitos T, linfocitos B, células NK, neutroéfilos, pela
interacdo com receptores celulares especificos. A massa, o padrao de ramifi-
cagdes, a conformacio espacial e modificacdes quimicas podem influenciar
a atividade dessas moléculas. Também ja foram encontrados em cogume-
los alguns polissacarideos ativos formados por diferentes unidades monos-
sacaridicas (heteropolissacarideos) e complexados com unidades proteicas
(proteoglucanas)®*. Existe uma série de produtos comerciais cujos compos-
tos ativos sdo esses polissacarideos. Lentinana é o nome de um polissacari-
deo extraido da espécie Lentinula edodes (o shiitake)'®. A esquizofilana é
extraida de Schyzophyllum commune. O PSK, também denominado Krestin
comercialmente, é extraido de Trametes versicolor. Grifolana é extraida do
cogumelo comestivel Grifola frondosa'¥’. Diversas outras espécies produ-
zem polissacarideos imunomoduladores, como G.lucidum””,C.militaris®* e
A.subrufescens’®.
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Figura 9.8 Cadeia de glucana B(1—3) com ramificagdes B(1—6) (esquerda). Diagrama destacando posigdes das ligacdes (direita).
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Outras substincias derivadas de cogumelos apresentam atividade antitu-
moral por outros mecanismos, como substincias de baixa massa molecular
encontradas na espécie Cyathus striatus, que inibem a multiplicagdo das
células tumorais pela reducido da sintese de DNA e indu¢ao da apoptose®.
Proteinas derivadas de Tricholoma conglobatum e Scutellariae barbatae
apresentam atividade antitumoral por inibir o crescimento de células endo-
teliais e a vascularizacdo de tecidos!'?%1%,

Os mecanismos de atividade antitumoral de triterpenos de G. lucidum
sobre células HelLa foram estudados seguindo uma abordagem protedmica.
Foram observados efeitos de modulagdao sobre a expressao de proteinas
envolvidas na proliferacdo e morte celular, carcinogénese, estresse oxidativo
e sinalizacao de cdlcio®.

9.4.6 Antioxidantes

O cultivo micelial submerso de macromicetos esta sendo estudado como
via para a produg¢ido de substancias antioxidantes a partir de residuos agroin-
dustriais, atualmente descartados em grande quantidade em nosso pais?®.

O residuo liquido obtido pela prensagem do baga¢o de pupunha e a
agua residual de hidratag¢dao desse substrato depois de seco e reidratado
foram testados, com sucesso, como meio de cultivo para diferentes cepas
de macromicetos do género Pleurotus. Foram testadas dguas residuais de
hidrata¢ao de duas diferentes fracdes da planta (interna e externa) e cepas
de duas diferentes espécies (P. ostreatus e P. djamor). Os maiores valores
de atividade antioxidante foram obtidos com P. djamor cultivado na fragao
interna, apresentando atividade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC)
de 0,7+0,1 pg/mL'"s,

Um planejamento experimental do tipo Plackett-Burman de 12 fatores
foi aplicado para avaliar o efeito de cinco diferentes fatores (razdo volume/
superficie e adi¢ao de sulfato de cobre, sulfonato de lignina, peréxido de
hidrogénio e anilina aos meios de cultivo) como indutores de atividade da
enzima superdxido dismutase (SOD) no produto do cultivo micelial sub-
merso de uma cepa de Pleurotus ostreatus. A adiciao de sulfonato de lignina
aos meios de cultivo praticamente triplicou os niveis de atividade enzimatica
dos produtos'¥.

Da mesma forma, um planejamento experimental multivariado foi utili-
zado para avaliar a influéncia de seis variaveis: concentracao de substrato,
tempo de cultivo, adi¢cdo de extrato de levedura, glicose, sulfato de cobre e
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sulfato de zinco, sobre a atividade antioxidante do produto do cultivo de P.
djamor, utilizando como substrato o residuo liquido obtido pela prensagem
150 Os fatores mais significativos para o aumento da
atividade antioxidante testados foram: a concentragao de substrato e a adi-
¢ao de extrato de levedura.

do bagac¢o de pupunha

9.4.7 Antidiabéticos

O diabetes mellitus é a doenga enddcrina mais comumente encontrada na
populagdo, com variadas causas na sua etiologia e patogenesia. Atividades
antidiabéticas do extrato etandélico da matéria seca do caldo de Coriolus
versiolor, obtido por fermentacdo submersa, foi estudado?®'. Nesse estudo, os
autores observaram melhora nos quadros de hiperglicemia, hiperlipidemia,
estresse oxidativo e atividade protetora contra as células pancredticas B em
ratos com diabetes induzida por estreptozotocina.

9.5 PROTOCOLO PARA PRODUCAO E RECUPERAGCAO
DE EXOPOLISSACARIDEOS A PARTIR DO CULTIVO
MICELIAL SUBMERSO DE GANODERMA LUCIDUM

O ciclo de producio da espécie G. lucidum pode levar de quatro a seis
meses para desenvolvimento completo dos corpos de frutificagdo. Porém,
algumas substancias podem ser produzidas a partir do cultivo micelial em
meios sélidos ou liquidos, em menos de um més, se a incubacio for realizada
nas condi¢oes Otimas de temperatura e aeracao?®’%!5!, Biorreatores usuais
para o cultivo em meios liquidos incluem frascos Erlenmeyer, agitados ou
nao, garrafoes, biorreatores de bancada (Figura 9.9) ou fermentadores em
escala industrial.

Varios tipos de sensores podem ser adaptados para o monitoramento e o
controle dos processos, como sondas de CO, e O,, turbidimetros, e refrat6-
metros. Os parametros passiveis de controle incluem a temperatura, a taxa
de aeracgio, a velocidade de agita¢ao, o pH, a remoc¢dao de produtos e reali-
mentagdo de nutrientes.

O protocolo aqui sugerido foi adaptado de técnicas correntemente utiliza-
das na pesquisa e na produgao industrial3*7¢15! para realizagdo em pequena
escala. O processo consiste na obten¢ao de linhagens, formulacio de meios
liquidos, distribui¢do em recipientes de cultivo, autoclavagem, inoculagdo
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com culturas miceliais puras, incubacio e operagdes de recuperagdo e puri-
ficacdo de exopolissacarideos (Figura 9.10).
Cada uma das etapas serd mais detalhadamente descrita a seguir.

Figura 9.9 Biorreator de bancada.

formulagédo/
banco de processamento de
cepas meios de cultivo

S

isolamento == cultura pura = inéculo = cultivo submerso —P filtragio —P torta

15 dias, 120rpm, 3 vacuo (sélidos)
25°C, no escuro l
rotoevaporagao e
sobrenadante concentrado 4= 55°C, até 1/10 —
filtrado
T 1 do volume
centrifugacio precipitacio com etanol l PrOcess0s a:\teri«:;es
10.000g, 20 minutos 3 volumes, 4°C, 24h evaporado (“upstream”) ao biorreator
biorreator
processos posteriores
Gl pliichlizacao p| Pé ricoem (“downstream”) ao biorreator
polissacarideos 5
residuos
D Produto final

Figura 9.10 Fluxograma da producio de exopolissacarideos a partir do cultivo micelial submerso.
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9.5.1 Obtencao de cultura pura

O processo de isolamento de novas estirpes depende de maneira funda-
mental da obtencdo e da sele¢ao de linhagens com boa produtividade de
exopolissacarideos ativos, nos meios e nas condi¢des de cultivo mais ade-
quados a localidade em que sera implantada a producdo. Existem culturas
de linhagens puras de diversas espécies de cogumelos disponiveis em ban-
cos de cepas nacionais e internacionais, como a ATCC!2, além de existirem
empresas especializadas na producido e no comércio de matrizes e sementes.

Um novo isolado também pode ser obtido utilizando esporos ou teci-
dos de corpos de frutificagio como ponto de partida. Quando esporos sao
utilizados, ocorrem processos de recombina¢do genética, gerando novas
linhagens. No caso de realizar isolamento a partir de tecidos de corpos de
frutificagao, sao obtidos clones do cogumelo original. Em ambos os casos, o
material deve ser transferido, da maneira mais asséptica possivel, para meios
de cultivo adequados.

Exemplos de meios de cultivo usualmente empregados para cogumelos
saprofiticos incluem agar batata dextrosado (BDA) e dgar extrato de malte
(MEA). Para cogumelos micorrizicos existem meios mais enriquecidos, como
o Melin Norkrans modificado (MMN). Ganoderma lucidum é um cogumelo
necrosaprofitico no sentido de que parasita arvores até a sua morte e, apos,
continua a decompor seus tecidos. Este cogumelo é facilmente cultivado nos
meios BDA e MEA.

Para se coletar esporos, podem ser empregadas campanulas de vidro e
superficies de papel-aluminio autoclavadas. O pileo é posicionado com o
himénio para baixo.

Quando possivel, deve-se cortar o estipe, de forma que faca uma base
para apoiar o cogumelo, evitando tocar as lamelas no papel-aluminio. Tam-
bém pode ser utilizado arame para confeccionar um suporte, para posicionar
o cogumelo. O conjunto todo pode ser coberto com uma campanula, para
evitar que correntes de ar dispersem 0s esporos ou que tragam contami-
nagdes. Se o cogumelo ja estiver relativamente seco, um pedago de papel
encharcado com 4gua esterilizada pode ser colocado no interior da campa-
nula, para manter a umidade alta. Se estiver no ponto de desenvolvimento
correto, o cogumelo liberara esporos, fazendo uma impressao sobre o papel-
-aluminio (Figura 9.11).

O sistema pode ser entio desmontado e o cogumelo descartado como
lixo organico comum. A campanula e o suporte podem ser lavados e utiliza-
dos novamente. O papel-aluminio, contendo esporos, pode ser armazenado
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conforme descrito na Se¢do 9.5.2. Para reativa-los basta transferi-los para
placas de Petri (esterilizadas) contendo meios de cultivo adequados e incu-
ba-los no escuro. Para G. lucidum o meio de cultivo pode ser BDA ou MEA
e a temperatura de incubagio, 25 °C.

Figura 9.11 Representacdo esquemdtica de técnica para coleta de esporos: (1) Campdnula de vidro e papel-aluminio autoclavados;
pileo com himénio voltado para baixo, estipe cortado. (2) Sistema montado para coleta de esporos. (3) Impressdo de esporos.

A esporada de G. lucidum apresenta coloracio de ferrugem, entre laranja
e marrom. Quando maduros, os corpos de frutificagao de G. lucidum produ-
zem esporos por varios dias ou até meses. Porém, quando colhidos, a produ-
¢do de esporos cessa, de maneira que € interessante para esta espécie adaptar
a técnica para coletar os esporos com o cogumelo ainda crescendo no subs-
trato. Para tanto, basta posicionar folhas de papel-aluminio sob o himénio,
no proéprio local de frutificagdo. Dessa forma, maior quantidade de contami-
nantes ird se misturar aos esporos, contudo, devido a abundante esporulagdo
desta espécie, uma espessa camada serd depositada. Posteriormente, técnicas
de isolamento poderao ser utilizadas para eliminar as contaminagdes.

Pelo menos duas técnicas podem ser utilizadas para distribuir os esporos:

1) Lavar a superficie do aluminio com agua esterilizada e distribuir gotas da
suspensdo obtida sobre o meio de cultivo fresco, previamente esterilizado
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e distribuido em placas de Petri, com o auxilio de uma pipeta, também
esterilizada.

2) Utilizar uma alga de platina previamente flambada e resfriar em meio
semissoOlido de cultivo. Antes do completo resfriamento (<42 °C, apro-
ximadamente), passar a al¢ca, com um pouco de gel aderido, sobre a
superficie repleta de esporos do papel-aluminio; um grande nimero de
esporos fica aderido ao gel. Os esporos sdo depositados sobre meio de
cultivo fresco, podendo-se utilizar a técnica de estriamento para espalhar
os esporos e distanciar os focos de contaminacdo de areas com micélio
saudavel.

Para isolamento, a partir de tecidos dos corpos de frutificagao, devem-se
selecionar os individuos mais saudaveis e com caracteristicas mais desejaveis
(no caso deste exemplo, alta produc¢do de exopolissacarideos), visto que o
isolamento gerara clones deste cogumelo inicial.

Uma assepsia superficial deve ser realizada a seco, removendo partes con-
taminadas e sujidades. Se necessdrio, cortar e eliminar por¢des do cogumelo.
Com o cogumelo superficialmente limpo, se faz uma incisio superficial com
o auxilio de um bisturi flambado, e o corpo de frutificagdo é entio cortado
ao meio com as maos. Isto é feito para evitar carregar contaminagdes da
superficie para o interior do cogumelo. Ainda, com o auxilio do bisturi flam-
bado, corta-se um pedaco pequeno descontaminado de uma regido interna
do pileo ou do estipe, e transfere-se para meio de cultivo fresco adequado. A
extremidade mais jovem do pileo é a regido mais facil de cortar e com mais
probabilidade de sucesso no isolamento de G. lucidum.

Independentemente da técnica de isolamento, podem ser necessarios repi-
ques sucessivos para eliminar completamente qualquer foco de contamina-
¢ao e para selecionar os isolados mais vigorosos.

9.5.2 Manutencao da cultura pura

Esporos coletados sobre papel-aluminio podem ser armazenados em
tubos de ensaio ou placas de Petri previamente autoclavados. Mesmo a tem-
peratura ambiente, esporos podem ser mantidos viaveis na auséncia de luz e
baixa umidade, por varios anos.

Culturas miceliais puras em placas de Petri ou tubos de ensaio com meio
semissolido inclinado normalmente podem ser mantidas por semanas até
meses a temperatura ambiente e por meses na geladeira (4 °C). Micélio de G.
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lucidum pode sobreviver nessas condi¢des por mais de seis meses, mas usual-
mente ndo € possivel conservar cepas nessas condi¢des por anos. Consequen-
temente, para manter culturas puras dessa forma, se fazem necessarios repi-
ques periodicos. Algumas cepas ndo suportam refrigeracao e precisam ser
mantidas em temperatura ambiente. A manutencdo prolongada de micélios
por repique pode levar a sele¢io de mutagdes indesejadas e a consequente
degeneracdo das linhagens.

Para periodos de conservacdo mais longos existem outras técnicas, como
a submersdo em agua estéril ou 6leo mineral e técnicas de criopreservagdo
em ultrafreezer (-80 °C) ou nitrogénio liquido (=196 °C). Sao necessarias
substincias crioprotetoras (como, por exemplo, glicerol) e/ ou suportes ade-
quados (como, por exemplo, perlita ou vermiculita) a criopreservagao. Com
essas técnicas de conservacdo a baixas temperaturas, podem-se conservar
culturas miceliais de diversas espécies vidveis por muitos anos, e imagina-se
que até mesmo por séculos, mantendo caracteristicas genéticas estaveis.

9.5.3 Cultivo micelial submerso

Para a elaborag¢do de um in6culo liquido, utilizar frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 250 mL de meio de cultivo, fechados com tampdes de
algoddo e recoberto com papel pardo preso com elastico. Os recipientes
devem ser apenas parcialmente cheios. O espa¢o deixado deve permitir a
agita¢do e a formagdo de espumas, durante a incubag¢do, sem transborda-
mento. O tempo de autoclavagem deve ser adequado ao tamanho dos reci-
pientes de cultivo. Recipientes maiores levam tempo maior para atingirem a
temperatura de autoclavagem até o centro do seu volume. E importante lem-
brar que tempo insuficiente na autoclavagem pode resultar na sobrevivéncia
de contaminantes, mas, por outro lado, a autoclavagem por tempo excessivo
pode resultar em reacoes indesejaveis, como a caramelizacao de agucares e a
formagio de compostos toxicos a partir da rea¢do entre compostos organi-
cos, como agucares e proteinas.

O protocolo adequado a cada situagao deve ser validado mediante expe-
rimentacdo criteriosa. Para os frascos de 500 mL, de 15 a 20 min. a 121 °C
¢ um tempo suficiente de tratamento térmico.

Apoés o resfriamento dos recipientes contendo os meios de cultivo a tem-
peratura ambiente, realiza-se a inoculagdo com culturas miceliais puras,
previamente desenvolvidas sobre meio semissélido distribuido em placas
de Petri. A transferéncia de pedagos de meio semissolido coberto de massa
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micelial é feita, preferencialmente, em camara de fluxo, com o auxilio de
uma al¢a microbioldgica e bico de Bunsen para flamba-la, ou utilizando
materiais adequadamente embalados e esterilizados. De trés a seis pedacos
de aproximadamente 0,5 cm? de BDA cobertos de micélio sao suficientes
para uma boa inoculagdo de 250 mL de meio liquido. Apos a transferéncia,
os frascos devem ser novamente fechados com tampao de algoddo e com o
papel. Os frascos sdo incubados em agitador orbital, a 25 °C, 120 rpm, por
duas semanas. Deve ser observado crescimento micelial, pela formagao e
multiplica¢do de “pellets” em suspensdo. O liquido nido deve turvar durante
o cultivo, pelo contrario, o meio pode até mesmo ter sua turbidez redu-
zida durante o processo. Turva¢do do meio em cultivo micelial submerso de
macromicetos usualmente significa contaminacao.

O pré-inéculo, preparado conforme descrito, pode ser utilizado para ino-
cular volumes até dez vezes maiores de meio de cultivo. Para o presente
protocolo, sugerimos a inoculagdo de cinco frascos Erlenmeyer de 1.000 mL,
contendo 450 mL de meio de cultivo fresco e autoclavado, com 50 mL do
in6culo, cada. Os frascos inoculados devem ser incubados em agitador orbi-
tal, a 25 °C, 120 rpm, por duas semanas, para concluir o crescimento mice-
lial e a producdo de exopolissacarideos.

9.5.4 Recuperacao dos exopolissacarideos

Ap6s um crescimento abundante de micélio, livre de contaminagdes, o
meio liquido estara repleto de exopolissacarideos. A biomassa pode ser sepa-
rada do caldo por filtracido. Esse caldo rico em exopolissacarideos pode, teo-
ricamente, ser consumido diretamente. Porém, devido a baixa concentrac¢ido
dos principios ativos e as caracteristicas organolépticas indesejaveis, proces-
sos de recuperacdo e purificagio se fazem necessarios. A simples secagem do
produto, utilizando equipamentos como spray-dryer ou liofilizador, reduz
bastante o volume, aumentando drasticamente a concentra¢dao de principios
ativos. Para maior grau de purificagdo, pode ser empregada uma precipi-
tagdo de polissacarideos com etanol previamente a secagem. Esse procedi-
mento apresenta duas vantagens: sao eliminadas impurezas soliveis em uma
mistura de dgua e alcool e se gasta menos energia e tempo com processos de
secagem. A desvantagem € a utilizacdo de grandes quantidades de solvente.
Para reduzir a quantidade de solvente utilizada recomenda-se o seguinte
protocolo:
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1) Reduzir o volume do caldo por rotoevaporacio, até 1/10 do volume
original.

2) Adicionar 3 volumes de etanol gelado e deixar a 4 °C precipitando, por
24 horas.

3) Recuperar o precipitado por centrifugacao a 10.000 xg por 20 min., a
4 °C.

4) Secar o precipitado por liofilizacio.

Etapas adicionais podem ser aplicadas antes da precipitagdo com etanol
para aumentar o grau de purificagido, tais como: elimina¢ao de proteinas pelo
método Sevag e eliminacdo de sais e compostos com baixa massa molecular
por dialise. Apds a precipitagdo, técnicas cromatograficas podem ser utili-
zadas para a obtencdo de polissacarideos altamente purificados. As colunas
mais utilizadas para essa finalidade sdo de troca ionica e de gel-filtracao’*.

Novas técnicas de extra¢do, mais praticas, eficientes, econémicas, seguras
e sustentaveis continuam sendo desenvolvidas, como, por exemplo, a utili-
zagao de fluidos supercriticos. O processo de extra¢do de polissacarideos e
acidos ganodéricos de G. lucidum utilizando fluidos supercriticos foi paten-
teado recentemente’®.

9.5.5 Técnica analitica para avaliar o rendimento
da producao de exopolissacarideos e estimar
o grau de pureza do produto final

A massa do extrato rico em polissacarideos obtido conforme descrito
na Se¢do 9.5.4 dividida pelo volume de meio de cultivo empregado para
a extracao representa uma medida de rendimento da producdo desse tipo
de material.

Contudo, outros tipos de biomoléculas podem estar sendo recuperados
em conjunto com os polissacarideos. Para avaliar o grau de pureza dos
polissacarideos, diversos testes podem ser feitos. Dois testes colorimétricos
simples estdo descritos a seguir e podem ser utilizados tanto para avaliar a
proporg¢ao de polissacarideos no material purificado, depois da liofilizagao
do precipitado, como também podem ser empregados para estimar a con-
centracao de EPS diretamente no caldo de cultivo, permitindo otimizar o
processo de producio, evitando a realizagdo de etapas de extracdo e purifi-
cacdo para os testes.
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Além disso, essa técnica permite acompanhar a produ¢ao de EPS ao longo
do tempo em um processo de cultivo. Basta retirar aliquotas do caldo, de
maneira asséptica, em intervalos definidos, para realizar as analises sem
interromper o cultivo. Esse tipo de estudo se denomina cinética, neste caso
especifico, cinética da produgao de EPS.

Para estimar a concentra¢do de polissacarideos produzidos, pode-se com-
binar resultados de um método de dosagem de acticares redutores (DNS)
com um método de dosagem de acticares totais (fenol-sulfirico). Uma rela-
¢ao simples pode ser utilizada:

(Equacgao 9.1) At = Ar + EPS

em que At = acucares totais, Ar = acgucares redutores e EPS =
exopolissacarideos.
Rearranjando:

(Equacgao 9.2) EPS = At - Ar

Essa relacdo permite estimar a concentracao de EPS no caldo de cultivo,
a partir da determinacdo analitica da concentrag¢do de agucares totais e acu-
cares redutores.

O método de dosagem de agucares redutores (o Ar da Equagao 9.2) uti-
lizando o reagente DNS pode ser realizado conforme descrito por Miller
(1959)153,

Material

e Reagente acido dinitrossalicilico (DNS): dissolver sob agitagao 1 g de
DNS, 200 mg de fenol cristalino e 50 mg de sulfito de s6dio em 100
mL de NaOH 1%. Armazenar a 4 °C. Para estocagem, adicionar o
sulfito apenas logo antes de usar.

e Solugdao 40% de sal de Rochelle (tartarato de s6dio e potdssio).

Método

1) Em tubos de ensaio, adicionar iguais volumes da amostra e do reagente
DNS. Exemplo: 3 mL de amostra + 3 mL de reagente DNS. Obs.: Pode
ser necessario diluir a amostra com agua destilada se a concentragao de
acucares for muito alta para a faixa de sensibilidade do método.
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Ferver em banho-maria por 5§ minutos.

Com o material quente, adicionar 1 mL da solugido de sal de Rochelle
40%.

Deixar esfriar e ler a absorbancia em 510 nm, em um espectrofotometro.
Interpretar os resultados utilizando uma curva padrio, elaborada fazen-
do-se experimentos com solugoes de glicose a varias concentragdes (pelo
menos 5) de 0 até 150 pg/mL.

O método de dosagem de acticares totais, utilizando os reagentes fenol
e acido sulfarico, pode ser realizado conforme descrito por Du Bois et al.
(1956)14

Material

Solucao de fenol 80% (m/v), acido sulfarico concentrado

Método

Em tubos de ensaio, adicionar 100uL de amostra, adequadamente diluida.
Adicionar 50 pL da solucio de 80% de fenol.

Homogeneizar com um vortex.

Adicionar 2 mL de acido sulfirico concentrado, em cimara de exaustio.
Aguardar 10 min.

Ler a absorbancia a 490 nm em um espectrofotometro.

Analisar os resultados com base em uma curva padrio, elaborada com
solucdes de glicose a varias concentragdes (pelo menos 5) entre 0 pg/mL
e 800 pg/mL.

Este método apresenta o inconveniente da manipulagido de substancias
perigosas como o fenol e o 4acido sulfarico, além de ndo permitir uma analise
detalhada da composicdo e das estruturas dos polissacarideos. Porém, é rela-
tivamente de facil execugdo e pode ser util para realizar experimentos que
necessitem da simples quantifica¢do de polissacarideos em caldos de cultivo.

Existem técnicas desenvolvidas para a determinacdo da composi¢ao
monossacaridica, massa molecular e estrutura tridimensional dos polissaca-
rideos. Todavia, fogem as limitagdes do escopo deste capitulo.
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9.6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diversas substancias derivadas de muitas espécies de cogumelos vém
demonstrando atividades medicinais importantes em estudos cientificos.
Porém, por enquanto, nenhum cogumelo ou substancia derivada é reconhe-
cido ou normatizado no Brasil pela ANVISA como medicinal. Sugere-se uma
colabora¢do mais intensa entre universidades, poder publico e setor privado
para que o conhecimento produzido nas universidades seja efetivamente
transferido ao setor produtivo, beneficiando a populagao.

O melhor conhecimento das espécies de cogumelos da biodiversidade
brasileira e suas propriedades medicinais permitirdo o desenvolvimento de
novos medicamentos ou nutracéuticos para a preven¢ao e tratamento de
enfermidades que afligem a populacdo, como cancer, infec¢oes e doencas
cardiovasculares.

Mais estudos também devem ser conduzidos para avaliar potenciais ati-
vidades medicinais da inclusao de cogumelos na alimentag¢ao, estimulando
o consumo e a produg¢ido, contribuindo para o esclarecimento popular e
alterando uma cultura de medo e aversdo em relacdo aos cogumelos. Diver-
sas institui¢oes de pesquisa, espalhadas pelo pais, estio dando passos nessa
direcdo, listando e descrevendo as espécies de cada regido, buscando tecno-
logias para a propagac¢do de micélios e cultivo de cogumelos, testando apli-
cagoes tecnoldgicas de materiais e substancias derivadas desses organismos
na preveng¢ao e tratamento de um grande niumero de enfermidades. Com as
tecnologias existentes nos laboratérios de pesquisa brasileiros hoje é possi-
vel identificar e isolar os principios ativos, descrever sua estrutura molecular
e aplicar técnicas de DNA recombinante para aumentar a sua produtividade
e atividade.

Espera-se que novos produtos biotecnologicos sejam desenvolvidos em
decorréncia dos avancos tecnoldgicos recentes nas areas de produgio e puri-
ficagao de substancias medicinais a partir de cogumelos ou cultivos mice-
liais, refletindo em beneficios econémicos e ecoldgicos e contribuindo para
uma vida mais saudavel.
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