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Relatério Descritivo de Patente de Invencédo

PROCESSsO DE CULTIVO DE FUNGOS, PROCESSO DE OBTENCAO DE
EXTRATO DE PYCNOPORUS SANGUINEUS E Uso DE UM EXTRATO DE

PYCNOPORUS SANGUINEUS

Campo da Invencdo

[0001] A presente invencéo descreve um processo de cultivo de fungos,
um processo de obtencdo de um extrato de um fungo, e uso de tal extrato de
um fungo. A presente invencdo se situa nos campos da Biotecnologia,

Bioquimica, Saude e Medicina.

Antecedentes da Invencao

[0002] Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de doencas que
tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem
os tecidos e 6rgados, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do
corpo, sendo atualmente uma das principais causas de mortes no Brasil e no
mundo, tanto em humanos como em outros animais.

[0003] O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos,
€ necessario combinar mais de uma modalidade. No entanto, existem diversos
efeitos colaterais e as substancias utilizadas apresentam efeito nocivo para
células ndo tumorais. Nesse sentido, ha a necessidade de busca de novas
sustancias e/ou extratos que apresentem atividade antitumoral seletiva, mas
que ao mesmo tempo n&o apresentem elevados custos de produgdo para
tornar 0 acesso aos tratamentos mais acessiveis, e, contribuir assim, para a
melhoria da qualidade de vida das pessoas e animais acometidos por
canceres.

[0004] Os macrofungos vém sendo utilizados em terapias tradicionais
orientais, e metabdlitos fungicos sdo cada vez mais utilizados para tratar uma

ampla gama de doencas, pois alguns deles sdo ricos em compostos bioativos.
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Entre estes compostos incluem-se polissacarideos, proteinas (proteinas
imunomoduladoras fungicas, lectinas, glicoproteinas e proteinas néo
glicosiladas e peptideos), complexos de polissacarideo-proteina, componentes
lipidicos (ergosterol), e os terpenoides, alcaloides, pequenos peptideos e
aminoacidos, nucleotideos e nucleosideos. Esta longa lista representa uma
grande variedade de propriedades bioldgicas.

[0005] Na composicdo dos macrofungos existe uma série de compostos
capazes de regular vias metabolicas e/ou fatores de transcricdo associados a
morte por apoptose, isto é, morte celular programada. Este tipo de morte
celular é visto como estratégia importante no tratamento do cancer.

[0006] Um dos gargalos na extracdo de substancias de plantas e fungos
€ a dificuldade de obter substancias em elevadas concentracbes e
relativamente purificadas, sem a necessidade de processos onerosos.

[0007] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e
patentaria, foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o
tema.

[0008] O Pycnoporus sanguineus € um fungo pertencente a familia
Polyporaceae, o qual é responsavel pela podriddo branca de madeiras. Este
cogumelo € popularmente conhecido por “orelha-de-pau” e é facilmente
encontrado em regides tropicais e subtropicais e de facil cultivo, podendo
desenvolver-se tanto em plantas vivas como mortas. Este fungo € faciimente
reconhecivel por sua intensa cor laranja avermelhada. Produz cerca de sete
pigmentos, sendo o antibidtico cinabarina um deles.

[0009] Existem estudos que indicaram que a cinabarina produzida pelo
P. sanguineus apresenta atividade contra as bactérias Bacillus cereus,
Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Leuconostoc  mesenteroides, Lactobacillus  plantarum,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Salmonella typhi, Staphylococcus

aureus e varios Streptoccocus spp., tendo atividade principalmente sobre
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bactérias gram-positivas (Sménia et al. Rev. Microbiol. 26, 302-306, 1995;
Smania et al. J Chem Techn Biotechnol. 70, 57-59, 1997).

[0010] A toxicidade da cinabarina foi avaliada em um modelo animal pela
administracdo intraperitoneal em camundongos, sendo que a maior
concentracédo usada no trabalho (1000mg/kg) nao foi suficiente para matar os
animais e nenhuma alteracdo celular foi observada nos 6rgdos analisados
(figado e rins) (Smania et al. Phytot Res. 17, 1069-1072, 2003).

[0011] O documento patentario US5262315A refere-se a um processo
para a producdo de vanilina. A cultura de um fungo basidiomiceto do género
Pycnoporus ou 0s seus mutantes variantes sao utilizados para converter um
precursor benzenoide de vanilina, e a vanilina produzida por bioconverséo &
recuperada.

[0012] O documento EP 0947142B1 refere-se a um novo método para o
cross-linking de uma proteina usando uma enzima. Mais particularmente, ele
refere-se a um processo para a reticulacao de proteinas utilizando uma oxidase
multi-cobre, tal como a lacase ou bilirrubina oxidase produzida por P.
sanguineus.

[0013] Além das propriedades antimicrobianas, P. sanguineus vém
sendo estudado devido a sua capacidade de degradar materiais
lignoceluldsicos e para producéo de enzimas.

[0014] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invencdo, de forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e

atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo

[0015] Dessa forma, a presente invencdo vem resolver os problemas
constantes no estado da técnica, a partir de fungos, preferencialmente P.
sanguineus, e seus extratos que podem ser utilizados para tratar o cancer

seletivamente.
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[0016] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de cultivo de fungos compreendendo a etapa de:
- Producédo de macrofungos a partir de micélios em um meio de cultivo
em estado sélido rico em lignocelulose;
em que o meio de cultivo em estado solido rico em lignocelulose
compreende de 85% a 95% em peso de materiais lignoceluldsicos, 1% a 10%
em peso de uma fonte de carboidratos e de 0,1% a 5% de sais alcalinos.
[0017] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtencdo de extrato de Pycnoporus sanguineus compreendendo
as etapas de:
a) Cultivo em meio submerso ou em um meio em estado
sélido, mais preferencialmente o dito meio em estado sdlido rico
em lignocelulose, de Pycnoporus sanguineus, formando micélios
e/ou basidiomas;
b) Trituracdo e/ou moagem dos micélios e/ou basidiomas
obtidos de acordo com a etapa a);
C) Extracdo hidroalcodlica do material obtido em b);
d) Desidratacao da solug&o obtida em c).
[0018] Em um terceiro objeto, a presente invengcdo apresenta um uso de
um extrato de Pycnoporus sanguineus no preparo de um medicamento para
tratar cancer seletivamente.
[0019] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos de
protecao reivindicados sao os fungos, preferencialmente P. sanguineus, e seus
extratos que podem ser utilizados para tratar o cancer seletivamente.
[0020] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reproducdo na

descricédo a seguir.

Breve Descricdo das Figuras
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[0021] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteddo do
presente pedido de patente sdo apresentadas as presentes figuras:

[0022] A Figura 1 mostra os cromatogramas do extrato de Pycnoporus
sanguineus, evidenciando o elevado grau de pureza das duas formas de
cinabarina, a cinabarina e o acido cinabarinico.

[0023] A Figura 2 mostra as moléculas das substancias detectadas no
extrato de Pycnoporus sanguineus.

[0024] A Figura 3 mostra o espectrograma de massa do composto acido
cinabarinico (Pico 1), espectro MS (3,54 min), espectro MS2 do m/z 301 (modo
positivo).

[0025] A Figura 4 mostra o espectrograma de massa do composto
cinabarina (Pico 2), espectro MS (3,73 min), espectro MS2 do m/z 287 (modo
positivo).

[0026] A Figura 5 mostra o espectrograma de massa do composto néo
identificado (Pico 3), espectro MS (17,29 min) (modo positivo).

[0027] A Figura 6 mostra os espectros de UV dos picos 1 (acido
cinabarinico), 2 (cinabarina) e 3 (composto nado identificado) do extrato de
Pycnoporus sanguineus.

[0028] A Figura 7 apresenta os dados de viabilidade celular (%) das
linhagens tumorais de laringe (Hep-2) e controles ndo tumorais MRC-5
(fibroblasto de pulmdo humano) e EA.hy926 (endotélio vascular humana)
tratadas com o extrato de Pycnoporus sanguineus.

[0029] A Figura 8 apresenta as fotografias mostrando alteracdes
morfolégicas observadas para a linhagem tumoral Hep-2 tratadas com
Pycnoporus sanguineus. Fotos de microscopia optica realizada em microscopio
invertido (100x).

Descricao Detalhada da Invencao

[0030] A presente invencdo revela a possibilidade de producdo de

micélio ricos em principios bioativos, especialmente cinabarinas, tanto em
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cultivos submersos em biorreator, como em cultivo em estado solido
empregando biomassas lignocelulésicas como matéria-prima. A producdo de
corpos de frutificacdo também pode ser realizada a partir dos cultivos em
estado sdlido.
[0031] Substancias e extratos com atividade antitumoral seletiva podem
ser obtidos de P. sanguineus cultivado em residuos lignoceluldésicos o que
contribui para reduzir o impacto ambiental destes residuos, bem como para
reduzir os custos de producdo destes extratos com propriedades antitumorais.
Ainda, a presente invencgdo apresenta processo de obtencdo de um extrato de
cinabarinas de maneira simples e rapida, mas ao mesmo tempo com elevado
grau de pureza.
[0032] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de cultivo de fungos compreendendo a etapa de:

- Producédo de macrofungos a partir de micélios em um meio de cultivo
em estado sélido rico em lignocelulose;

em que o meio de cultivo em estado solido rico em lignocelulose
compreende de 85% a 95% em peso de materiais lignoceluldsicos, 1% a 10%
em peso de uma fonte de carboidratos e de 0,1% a 5% de sais alcalinos.
[0033] Em uma concretizacdo, o material lignocelulosico é serragem. Em
uma concretizacdo, a fonte de carboidratos € farelo de arroz ou de milho. Em
uma concretizagdo, o sal basico € carbonato de calcio.
[0034] Em uma concretizacdo, o meio de cultivo em estado sdlido rico
em lignocelulose compreende de 85% a 95% em peso de serragem, 1% a 10%
em peso de farelo de arroz ou de milho e de 0,1% a 5% em peso de carbonato
de calcio.
[0035] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtencdo de extrato de Pycnoporus sanguineus compreendendo
as etapas de:

a) Cultivo em meio submerso ou em um meio em estado

sélido, mais preferencialmente o dito meio em estado sélido rico
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em lignocelulose, de Pycnoporus sanguineus, formando micélios

e/ou basidiomas;

b) Trituracdo e/ou moagem dos micélios e/ou basidiomas

obtidos de acordo com a etapa a);

C) Extracdo hidroalcodlica do material obtido em b);

d) Desidratacao da solug&o obtida em c).
[0036] Em uma concretizacdo, a etapa c) do processo de obtencdo de
um extrato de Pycnoporus sanguineus compreende as etapas de:

)] Solubilizar o material obtido na etapa b) com alcool 70%;

) Manter a solugéo da etapa I) em ebulicdo por 30 minutos,

apos, remover o sobrenadante e concentra-lo;

[l)  Adicionar agua ao residuo da etapa Il) e manter em

ebulicéo por 1h;

IV)  Filtrar a solucdo da etapa lll).
[0037] Em uma concretizacdo, na etapa |) da extracdo hidroalcodlica a
propor¢cao massica entre o material e o alcool 70% é de 1:30 até 1:50. Em uma
concretizacdo, na etapa lll) da extragdo hidroalcodlica a propor¢cdo massica
entre o residuo e a agua é de 1:30 até 1:50.
[0038] Em uma concretizacdo, a etapa d) de desidratacdo do processo
de obtencao de extrato de Pycnoporus sanguineus ocorrer por liofilizagao.
[0039] Em uma concretizacdo, etapa c) de extragdo hidroalcodlica do
processo de obtencdo de extrato de Pycnoporus sanguineus compreende
caldos do cultivo da etapa a).
[0040] Em um terceiro objeto, a presente inveng¢do apresenta um uso de
um extrato de Pycnoporus sanguineus no preparo de um medicamento para
tratar cancer seletivamente.
[0041] Em uma concretizagdo, o uso de um extrato de Pycnoporus
sanguineus é no preparo de um medicamento para tratar cancer de laringe.
[0042] Em uma concretizacdo, o dito extrato de Pycnoporus sanguineus

€ obtido pelo dito processo de obtencéo de extrato de Pycnoporus sanguineus.
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[0043] Em uma concretizacdo, o dito extrato compreende de 90% a
100% em peso de cinabarina, mais preferencialmente pelo menos 95% em
peso de cinabarina.

[0044] Preferencialmente, a obtencdo do extrato é por extracdo solido-
liquido, mas nao limitada ao mesmo, podendo incluir outros processos como
maceragao, infusao e decocgéo.

[0045] Preferencialmente, o solvente usado € uma mistura de etanol e
agua, mas nao limitado ao mesmo, podendo ser utilizados outros, incluindo
metanol e outros solventes de menor polaridade.

[0046] Preferencialmente, o processo de obtencdo do extrato
compreende o uso de micélio e basidiomas, porém nédo limitado ao mesmo,
podendo ser utilizado caldos de cultivo da producdo de micélios de P.
sanguineus.

[0047] O processo de obtencdo de micélio e corpos de frutificagcdo em
meios submersos e em estado soélido, empregando residuos regionais sdo
alternativas para aos processos conhecidos, pois torna a producdo mais
econdmica e possibilita a utilizagdo de substratos que estdo disponiveis em
diferentes regides geograficas.

[0048] Na presente invencdo entende-se o termo “cinabarina” como suas
formas ativas de cinabarina e acido cinabarinico.

[0049] As descricBes que seguem sdo apresentadas a titulo de exemplo
e nao limitativas ao escopo da invencgéo e fardo compreender de forma mais

clara o objeto do presente pedido de patente.

Exemplo — Concretizacoes

Producdo de micélio e corpos de frutificacdo (macro fungos ou

basidiomas)

Cultivo em meio liguido

[0050] Para o cultivo de P. sanguineus em meio liquido foi preparada

uma solucdo de pré-indculo de acordo com a tabela 1, em que 95% do pré-
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in6culo era meio caldo de batata e 5% do pré-inéculo era solugdo mineral.
Apos, foram transferidos 5 (cinco) discos das linhagens do fungo P.
sanguineus, com 1,5 cm de didmetro, para os frascos Erlenmeyer contendo o
pré-indculo, previamente esterilizados por 20 minutos em autoclave. Os frascos
foram mantidos em agitacdo reciproca de 180 rpm a 28 = 2 °C por 5 dias,
formando o indculo de P. sanguineus.

[0051] ApOs o preparo do inéculo, utilizou-se um biorreator de mistura
completa (New Brunswick, modelo BioFlo®/Cellingen® 115), com volume Uutil
de 10 litros para o cultivo em meio liquido. Para um volume operacional de 5
litros, utilizou-se 1 litro de in6culo.

[0052] Os cultivos foram mantidos em uma temperatura de 28 °C, em
uma frequéncia do agitador de 200 a 400 rpm e em uma taxa de aeracao de
0,5 a 2 vwm. O pH néo foi controlado, no entanto ele foi analisado diariamente.
O O, dissolvido no caldo de cultivo foi mantido em valores acima de 30% da

saturacao.

Tabela 1. Composi¢éo do pré-indculo e do cultivo submerso

Composicao do pré -inoculo

Meio caldo de Quantidade Solucéo Composicéao (% m/v)

batata Mineral*

Caldo de batata 100 g KH,PO4 2

Glicose 209 (NH4)2S0q4 1,4

H2O (g.s.p) 1000 mL MgS0O,.7H20 0,3
Ureia 0,3
CaCl, 0,4
MnSO,4.H,O 0,00156
FeS0,.7H,0 0,005
ZnS0O, 0,0014
CoCl, 0,002
H,0 (g.s.p) 100 mL

*Solugdo mineral concentrada dez vezes (10x) com nutrientes e
micronutrientes, conforme proposta por Mandels & Reese (1957). A solugéo foi

armazenada a 4°C

Cultivo em Meio Sélido
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[0053] Para a producdo de basidiomas de P. sanguineus os micélios
foram repicados em uma placa contendo o Meio Agar Serragem de Pinus spp.
(MM) e incubados a 24 °C por 7 a 10 dias.

[0054] ApoOs o desenvolvimento do micélio sobre toda a placa, as
culturas foram utilizadas para inocular os sacos para a producdo dos
macrofungos, devidamente esterilizadas, contendo o meio de cultivo de acordo
com a tabela 3. Os sacos foram mantidos a temperatura de 28 + 5 °C, por
aproximadamente 45 dias, até a colonizacdo de todo o substrato. Apos, 0s
sacos foram mantidos em local com temperatura em torno de 28 £+ 5 °C e

umidade necessaria para o desenvolvimento do basidioma dos macrofungos.

Tabela 2.

Meio Agar Serragem de Pinus spp. (MM) Composicéao (% m/v)
Serragem de Pinus spp 2

Farelo de trigo 2

CaCO3 0,2

Agar-agar 2

H.0 (g.s.p) 100 ml

Tabela 3. Composicéo (% m/v) dos meios de cultivo em estado solido.

Cultivo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Serragens 50 50 70 40 95
Casca de Arroz 50 50 70 40 95
Bagaco de maga 45 45

Residuo de Uva 45 45

Polietileno 25 25 15

Farelo de trigo 4 4 4 4 4 4 4 4 4
CaCO; 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Processo de Obtencdo de Extratos de P. sanquineus

Obtencdo dos extratos aquosos através do micélio de Pycnoporus sanguineus

cultivado em meio liquido

[0055] Para obtencédo dos extratos, a biomassa obtida depois do cultivo
no biorreator foi centrifugada, e liofilizada por um aparelho Labconco
Liofilizador de Bancada FreeZone 2,5L. O material liofilizado foi triturado em
cadinho de porcelana e acondicionado em recipientes fechados e armazenado
a temperatura ambiente.

[0056] Para a preparacao dos extratos aquosos de P. sanguineus, foram
utilizados 10 mL de agua destilada para cada 0,5 g da biomassa triturada. As
misturas foram homogeneizadas em agitador magnético durante 30 minutos a
28 °C e centrifugada a 5400 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes resultantes foram coletados obtendo-se assim os extratos na
concentracdo de 5% (m/v). ApoOs, os extratos foram armazenados em
recipientes adequados, acondicionados em ultrafreezer com temperatura de -
80 °C para posterior liofilizagdo. A partir dos extratos liofilizados foram
preparadas, por diluicdo, as demais concentracbes para 0S ensaios
antitumorais.

Obtencdo dos extratos a partir dos basidiomas de Pycnoporus sanguineus

[0057] Os basidiomas de P. sanguineus (Agaricomycetes) foram
inicialmente desidratados a 60 °C até apresentarem massa constante. Apés, 0s
basidiomas foram triturados em moinho de facas até a obtencdo de uma
quantidade suficiente para preparar os extratos (55 g de p6 seco). A extracdo a
10% foi realizada sobre refluxo, utilizando-se 2,75 L de etanol 70% a 90 °C por
30 minutos. A separagado da amostra foi realizada por filtracado simples.

[0058] Apés, foi feita uma nova extragdo com agua destilada (2,75 L),
utilizando o residuo da primeira filtracdo, a 100 °C, durante 1 hora. A amostra
foi entdo separada por filtracdo simples. Os filtrados foram secos em rotavapor,

as fracdes foram misturadas, armazenadas em -80 °C, liofilizadas e entéao
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armazenadas ao abrigo da luz, dando um rendimento de 25% (14 g de extrato

Seco).

Andlise dos extratos
[0059] Os extratos foram dissolvidos em metanol:MTBE (50:50, v/v) e

filtrados em membrana PTFE de 0,22 um. Os compostos foram separados em
uma coluna C30 YMC (5 um, 250 mm x 4,6 mm) utilizando como fase mével
um gradiente linear de MeOH:MTBE. O fluxo da fase mével foi de 0,9 mL/min e
a temperatura da coluna foi ajustada para 29 °C. Os espectros foram obtidos
entre 200 e 600 nm e os cromatogramas processados entre 280 e 429 nm.
ApOs a saida do detector DAD um divisor de fluxo permitiu a entrada de 0,45
mL/min no MS. Os espectros de massas foram adquiridos com um scan range
de m/z 100 a 800. Os parametros do MS foram os seguintes: fonte ESI no
modo de ionizacdo positivo; voltagem do capilar: 3000 V, temperatura do gas
de secagem (N2): 310 °C, fluxo: 5 L/min, nebulizador: 30 psi; fragmentacdo no
modo automatico e energia de fragmentacdo MS2: 35 eV.

[0060] Os extratos obtidos a partir de micélios e de basidiomas de P.
sanguineus sao ricos em cinabarinas e com elevado grau de pureza (acima de
95%) (Tabela 4 e Figuras 1 a 5).

[0061] A obtencao de extrato com estes teores de cinabarina € relevante
e inédita na area. O referido composto pode, portanto, ser facilmente obtido a
partir de micélios e de corpos de frutificacdo do macrofungo, empregando
materiais lignocelulésicos como matéria-prima o que reduz os custos dos
processos de producado do fungo e de seus metabdlitos.

[0062] Destaca-se que todos os extratos obtidos de P. sanguineus
apresentaram importante teor de polifendis e atividade antioxidante,
destacando-se os extratos obtidos a partir dos basidiomas (Tabela 5).

Atividade Antitumoral

[0063] Para avaliar a viabilidade celular utilizou-se o ensaio de redugé&o
do brometo de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a cristais de
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formazam. Neste ensaio, 100 pL do in6culo de 1x10° cél/mL de cada linhagem
foi adicionado as placas de 96 pocos. Apoés total aderéncia, as solugdes testes
dos extratos foram adicionadas e deixadas em tratamento por 24 h. Apds, 0s
tratamentos foram aspirados e foi adicionada a solu¢do de MTT, apds 3 h os
cristais formados foram dissolvidos em DMSO. A leitura foi realizada em leitor
de microplacas. A viabilidade foi calculada considerando o controle como 100%
de viabilidade celular.

[0064] Conforme observado na Figura 7, o extrato de P. sanguineus foi
avaliado frente as linhagens de células ndo tumorais endotelial EA.hy926 e
pulmonar MRC5 e a linhagem tumoral de laringe Hep-2.

[0065] Observou-se que, apos 24 h de tratamento com os extratos na
concentracdo de 10 pg/mL, a linhagem Hep-2 apresentou 47,15 + 2,48 % de
viabilidade enquanto que nesta mesma concentracdo a linhagem EA.hy926
apresentou 82,18 + 1,38 % e a linhagem MRC5 apresentou 71,99 £ 3,40 %.
Verificando-se, portanto, que linhagem tumoral Hep-2 apresentou menor
viabilidade em comparacdo as linhagens nédo tumorais EA.hy926 e MCR5
(Figura 7). Além da reducéo da viabilidade na linhagem tumoral, também foram
observadas alteracdes morfolégicas caracteristicas de morte celular, as quais

nao foram observadas nas linhagens nao tumorais (Figura 8).

Tabela 4. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas dos compostos

encontrados no extrato de Pycnoporus sanguineus. obtidas por HPLC-DAD-ESI-

MS".
. a tr A max + 2
Pico Cor}nposto (min)b (nm)° [M+H] MS* (+)
1 _ Acido 354 428445 301,3930 237,3685
cinabarinico
) . 225,2841 —
2 Cinabarina 3,73 429 /443 287,3114 2412851

3 N&o identificado 17,29 271/281 - -
% Numerado de acordo com o cromatograma mostrado na Figura 1.
® Tempo de retencédo de uma coluna C30.
¢ Solvente: gradiente de MeOH/MTBE.
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Tabela 5 - Rendimento, conteddo de polifendis totais, inibicdo do radical livre
difenilpicril hidrazil (DPPH) para os extratos secos dos micélios e basidiomas
de Pycnoporus sanguineus.

Rendimento (%) DPPH (ICs.”) Polifendis Totais
mg/mL (mg/mL)*
Micélio 32,02 7,9+ 0,03 26,93 £1,99
Basidioma 25,31 13,98 £0,78 31,24 +£1,46

*Polifendis totais expressos em equivalentes de acido galico

¥ Concentracado necessaria para inibir 50% do radical livie DPPH
[0066] Os versados na arte valorizardo o0s conhecimentos aqui

apresentados e poderéo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas

e em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindica¢gbes anexas.
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Reivindicacoes

1. Processo de cultivo de fungos caracterizado por compreender a
etapa de:

- Producédo de macrofungos a partir de micélios em um meio de cultivo
em estado sélido rico em lignocelulose;

em que o0 meio de cultivo em estado solido rico em lignocelulose
compreende de 85% a 95% em peso de materiais lignocelulésicos, 1% a 10%
em peso de uma fonte de carboidratos e de 0,1% a 5% de sais alcalinos.

2. Processo de cultivo de fungos, de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizado por compreender um meio de cultivo em estado sélido rico em
lignocelulose compreendendo 85% a 95% em peso de serragem, 1% a 10%
em peso de farelo de arroz ou de milho e de 0,1% a 5% em peso de carbonato
de calcio.

3. Processo de obtencdo de extrato de Pycnoporus sanguineus
caracterizado por compreender as etapas de:

a) Cultivo em meio submerso ou em meio em estado solido,
mais preferencialmente um meio em estado soélido rico em
lignocelulose, conforme definido na reivindicagdo 1 ou 2, de
Pycnoporus sanguineus, formando micélios e/ou basidiomas;

b) Trituracdo e/ou moagem dos micélios e/ou basidiomas
obtidos de acordo com a etapa a);

C) Extracdo hidroalcodlica do material obtido em b);

d) Desidratacéo da solucéo obtida em c).

4, Processo de obtencéo de extrato de Pycnoporus sanguineus, de
acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pela etapa c) compreender as
etapas de:

) Solubilizar o material obtido na etapa b) com alcool 70%;
1)) Manter a solucéo da etapa |) em ebulicdo por 30 minutos,

apos, remover o sobrenadante e concentra-lo;
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[l)  Adicionar agua ao residuo da etapa Il) e manter em
ebulicéo por 1h;
IV)  Filtrar a solucdo da etapa lll).

5. Processo de obtencéo de extrato de Pycnoporus sanguineus, de
acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pela etapa d) de desidratag&o
ocorrer por liofilizagao.

6. Processo de obtencéo de extrato de Pycnoporus sanguineus, de
acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pela etapa c) de extracéo
hidroalcodlica compreender caldos do cultivo da etapa a).

7. Uso de um extrato de Pycnoporus sanguineus, caracterizado por
ser no preparo de um medicamento para tratar cancer seletivamente.

8. Uso de um extrato de Pycnoporus sanguineus, de acordo com a
reivindicagcdo 7, caracterizado por ser no preparo de um medicamento para
tratar cancer de laringe.

9. Uso de um extrato de Pycnoporus sanguineus, de acordo com a
reivindicacdo 7 ou 8, caracterizado pelo extrato ser obtido por um processo
conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 3 a 6.

10. Uso de um extrato de Pycnoporus sanguineus, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 7 a 9, caracterizado pelo extrato
compreender de 90% a 100% em peso de cinabarina, mais preferencialmente

pelo menos 95% em peso de cinabarina.
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Resumo

PROCESSsO DE CULTIVO DE FUNGOS, PROCESSO DE OBTENCAO DE
EXTRATO DE PYCNOPORUS SANGUINEUS E Uso DE UM EXTRATO DE

PYCNOPORUS SANGUINEUS

A presente invencao descreve um processo de cultivo de fungos, um
processo de obtencdo de um extrato de um fungo, e uso de tal extrato de um
fungo. Em uma concretizacao, o fungo € Pycnoporus sanguineus, e seu extrato
sdo ricos em cinabarinas. Em uma concretizacdo, o extrato de Pycnoporus
sanguineus pode ser utilizado no preparo de medicamentos para tratar cancer.
A presente invencao se situa nos campos da Biotecnologia, Bioquimica, Saude

e Medicina.
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