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Resumo

Os fungos ocupam um lugar particular na histéria da humanidade. Menos estudados
que as plantas, a funga brasileira segue quase desconhecida tanto em termos taxondmicos
quanto em termos de potencial biotecnoldgico. No oriente a funga faz parte da Medicina
Tradicional Chinesa e fornece insumos para a industria de suplementos alimentares e
cosméticos. Dentro desta Otica faz-se necesséario o desenvolvimento de uma rede de
conhecimentos sobre as espécies flungicas brasileiras com potencial biotecnolégico.

As regibes sudeste/sul da Mata Atlantica abrigam uma importante parcela da
biodiversidade fangica do Brasil e compreendem regides que sdo hotspots, onde os estudos
taxondmicos progridem.

Este estudo pretendeu gerar conhecimento sobre o potencial biotecnolégico dos
espécimes fungicos da familia Ganodermataceae, a mais estudada a nivel mundial, nas
regibes sudeste/sul da Mata Atlantica e do Pampa gadcho. Aspectos taxondmicos,
farmacolégicos e quimicos foram abordados. A regido de coleta abrangeu os estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sado Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo onde
quatro géneros foram encontrados: Ganoderma, Amauroderma, Foraminispora e Cristataspora.

ApOs identificacdo taxondmica e molecular foram produzidos extratos etandlicos os
quais foram submetidos a testes biol6gicos in vitro e a andlise de um dos extratos por
espectrometria de massas. A analise quimica dos extratos de Foraminispora rugosa, apontou a
presenca de oxilipinas.

Foram determinadas as concentracdes dos extratos que induzem a metade do efeito
méaximo (ICso) nos ensaios que avaliaram a atividade citotoxica, ac¢&@o tricomonicida e
antibiofilme de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e S. epidermidis.

Pela primeira vez foi avaliada a acgéo bioldgica do macrofungo Amauroderma
schomburgkii e F. rugosa, ambos, moderadamente toxicos, mas 0 primeiro, apresentando
potencial como agente antibiofilme estafilococico.

A atividade tricomonicida foi proeminente em amostras pertencentes ao subgénero
Ganoderma, entretanto, estas amostras permanecem nao identificadas.

Os extratos quando testados como agentes citotdxicos ndo apresentaram um bom
indice de seletividade quando comparados as células sadias.

Palavras-chave: Biodiversidade. Funga. Produtos Naturais. Bioprospeccao.
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Fungi occupy a particular place in human history. Less studied than plants, the Brazilian
fungus remains almost unknown both in taxonomic terms and in terms of biotechnological
potential. In the East, the fungus is part of Traditional Chinese Medicine and provides raw
material for the food supplement and cosmetics industry.

Within this perspective, it is necessary to develop a network of knowledge about
Brazilian fungal species with biotechnological potential.
The southeast / south regions of the Atlantic Forest are home to an important portion of Brazil's
fungal biodiversity and comprise regions that are hotspots, where taxonomic studies progress.

This study aimed to generate knowledge about the biotechnological potential of fungal
specimens of the Ganodermataceae family, the most studied worldwide, in the southeastern /
southern regions of the Atlantic Forest and Pampa. Taxonomic, pharmacological and chemical
aspects were addressed. The collection region covered the states of Rio Grande do Sul,
Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro and Espirito Santo where four genera were found:
Ganoderma, Amauroderma, Foraminispora and Cristataspora.

After taxonomic and molecular identification, ethanolic extracts were produced which
were subjected to biological tests in vitro and the analysis of one of the extracts by mass
spectrometry. The chemical analysis of Foraminispora rugosa extracts showed the presence of
oxilipins.

The concentrations of the extracts that induce half of the maximum effect (ICso) in the
tests that evaluated the cytotoxic activity, trichomonic action and antibiofilm of Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and S. epidermidis were determined. For the first time, the
biological action of the macrofungus Amauroderma schomburgkii and F. rugosa, both
moderately toxic, was evaluated, but the first, presenting potential as a staphylococcal
antibiofilm agent. Trichomonicide activity was prominent in samples belonging to the
Ganoderma subgenus, however, these samples remain unidentified. The extracts when tested
as cytotoxic agents did not show a good selectivity index when compared to healthy cells.

Keywords: Biodiversity, funga, natural products, bioprospection.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

18S Gene que codifica a subunidade menor (SSU rRNA)
RNA ribossomal.

28S Gene que codifica a nuclear da subunidade grande (LSU
rRNA) do RNA ribossomal.

4T1 Células de carcinoma mamario murinho

AACT Acetil-CoA acetiltransferase

ATCC American Type Culture Collection

BALB/c Camundongo albino de laboratério.

Bcll Oncogene envolvido na Leucemia linfocitica crénica

BimL Mediador da familia BIM,que interage com Bcl-2 da
morte celular, isoforma L, indutor de apoptose

BimS Mediador da familia BIM, que interage com Bcl-2 da
morte celular, isoforma S, indutor de apoptose

C Atomo de carbono

CID Dissociacao induzida por colisdo

cMyc Gene que codifica uma proteina que desempenha papel
crucial na regulacao do ciclo celular. Alteragdes no gene
c-MYC estao relacionadas ao desenvolvimento e
manutencdo tumoral em varios tipos de cancer.

DAPI 4',6'-diamino-2-fenil-indol, marcador fluorescente que se
liga a regides de DNA ricas em adenina-timina.

DBE Equivalente de ligacdo dupla (double bond equivalent)

DMAPP Dimetil alila difosfato

DNA Acido desoxirribonucleico

eDNA DNA extra celular

ESI lonizacao por electrospray

Fas Proteina transmembranar que pertence a familia dos
fatores de necrose tumoral, a ligagdo com seu receptor
induz apoptose.

FasL Proteina transmembrana da familia do fator de necrose
tumoral.

Fox03 FOXO3 pertence a subclasse O da familia forkhead
(cabeca do garfo) de fatores de transcricéo,a
desregulacdo deste gen é associada a tumorogénese.

FoxN1 Proteina N1 da forkhead box, é um fator de transcricdo

FPP Farnesil dofosfato

FPPs Farnesil difosfate sintetase

GA Acido ganodérico (ganoderic acid)

GGPP Gerani-geranil difosfato

GGPPs Geranil-geranil-difosfato sintetase

HMGR 3-hydroxi-3-metilglutaril-CoA reductase

HMGS 3-hydroxi-3-metilglutaril-CoA siintetase

IB Inferéncia bayesiana

IDI Isopentenila-difosfato isomerase

IPP Isopentenila difosfato
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ITS Espacador interno transcrito (Internal transcribed spacer)

LDH Lactato desidrogenase

m/z Razao massa/carga (mass-to-charge ratio)

MCF-7 Linhagem celular de adenocarcinoma de mama em
humanos

MDA-MB-231 Linhagem celular modelo para cancer invasivo de mama,
isolado de M D Anderson

MICOLAB Laboratério de Micologia- UFRGS

MK Mevalonate quinase

MPK Fosfomevalonato quinase

MS Espectrometri de massas (mass spectrometry)

MS/MS Espectrometria de massas hifenizada

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazélio

MVD Pirofosfomevalonato descarboxilase

MW Peso molecular

nLSU Gene que codifica a nuclear da subunidade maior
(Nuclear large subunit ribosomal ribonucleic acid, LSU
rRNA) RNA ribossomal.

NO Oxido nitrico

0OSsC 2, 3-oxidosqualene-lanosterol cyclase

P53 Gene supressor tumoral, codifica uma proteina de reparo
do DNA.

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

ppm Partes por milhdo

QTOF Analisador de quadrupolo por tempo de voot

RDB Regra da ligacéo dupla (rule duble bond)

rFIP-gat Gene recombinante que codifica uma proteina
imunomodulatéria fangica, no caso, do Ganoderma
atrum.

RNA Acido ribonucleico

rpb2 Gene que codifica a segunda maior subunidade da RNA
polymerase II.

S.L Sensu latu

S.S Sensu strictu

SE Esqualeno monoxigenase

SQS Esqualeno sintetase

SRB Sulforodamina B

tef 1 a Gene que codifica o fator de elongacédo la

TNF-a Fator tumoral alfa, citocina capaz de provocar a morte de
células tumorais.

TYM Trypticase-yeast extract-maltose

UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul

UHPLC Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

VM Maxima verossimilhanca

B-tubulina Gen que codifica a proteina B-tubulina, uma das

proteinas do microtubulo.
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1 INTRODUCAO

Neste trabalho sao apresentados os principais resultados da
identificacdo e dos ensaios biologicos realizados com o0s espécimes de
macrofungos da familia Ganodermataceae coletados na regido Sul e Sudeste
da Mata Atlantica e na regido do Pampa gaucho. Ainda, serdo apresentados 0s
resultados dos ensaios biolégicos e a avaliacdo quimica, realizada através de
espectrometria de massas, de um espécime de Foraminispora rugosa (Berk.)
Costa-Rezende, Drechsler-Santos & Robledo 2017. Os resultados expressam o
perfil de Ganodermataceae nesta regido dos Neotrdpicos: estado do Rio
Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana (PR), Sdo Paulo (SP), Rio de
Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES).

Este trabalho estd dividido em Introducdo, Revisdo bibliografica
(fundamentacéo tedrica), Objetivos, Hipotese, Justificatica, Material e Métodos,
Resultados: Artigo 1 e Artigo 2, Resultados e Discussao Geral e Consideragdes
Finais/Recomendacdes para Trabalhos Futuros.

Nos artigos:

Artigo 1: Sdo demonstrados os resultados da avaliacao de citotoxicidade de F.
rugosa pela primeira vez. O artigo publicado na revista Botanical Studies.

Artigo 2: S&o apresentados os resultados da identificacdo e da analise
filogenética baseadas em analise de Maximo Verossimilhanca e Analise
Bayesiana das sequéncias concatenadas de ITS e 28S de todoss espécimes
coletados na regido de estudo que sofrerdo ensaio biol6gico. O artigo sera
submetido para a revista African Journal of Pharmacy and Pharmacology.

Todas as referéncias bibliograficas citadas no referencial teorico,
Material e Métodos e Discussdo Geral sdo apresentadas apdés as

Consideracdes Finais/Recomendacdes para Trabalhos Futuros.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nas Ultimas décadas taxa fungicas sofreram e estdo sofrendo
redefinicbes. A definigho de “fungos” enquanto Reino tem mudado
constantemente conforme vao se conhecendo novos seres que apresentam
“sinapomorfias fungicas”, mas ndao sdo fungos, ou organismos proximamente
relacionados a fungos, mas que ndo se encaixam nas sinapomorfias classicas.
Desta forma, a presenca de ergosterol e quitina na membrana celular e a
osmotrofia ndo sdo mais consideradas como caracteristicas definidoras do
Reino Fungi (Torruella et al., 2015, Richards and Wideman, 2017). Contudo, o
sub-reino Dycaria € um grupo monofilético, onde estdo agrupados os fungos
dos filos Ascomycota e Basidiomycota, que sao grupos altamente bem
sucedidos, tanto em termos de diversidade evolutiva, como de biomassa
ecologica (Richards e Wideman, 2017). Basidiomicota constitui o segundo filo
em numero de espécies. Neste taxa 0s organismos caracterizam-se pelos
basidios como meiosporocistos durante o estagio de vida sexual. A cariogamia
e a meiose ocorrem nos basidios, quando os basidiésporos sao, entéo,
formados (He et al., 2019).

Na natureza, uma importante fracdo de carbono ambiental é fixada pelas
plantas e acumulada como lignina. Este heteropilimero aromatico e complexo é
abundante nas plantas que produzem madeira, conferindo rigidez mecéanica.
Ao acumular-se no solo, forma parte importante da matéria organica (Martinez
et al., 2005, Thevenot et al, 2010). Contudo, a habilidade para degradar lignina,
surgiu uma unica vez na biosfera, dentro de Agaricomycetes, nos fungos de
podriddo branca, pois removem a lignina escura da madeira (Naranjo-Ortiz e
Gabaldon, 2019).

Fungos da ordem Polyporales Gaum. (1926) sédo definidos pela
monofilia, bem suportada, e compreendem os fungos degragadores de
madeira. Aqui, encontram-se os macrofungos de podriddo branca e os de
podriddo parda, sendo que a ordem apresenta cerca de 1800 espécies
descritas (Kirk, 2008). Quanto a morfologia do basidioma, porém, Polyporales,
nao tem uma sinapomorfia Unica devido a convergéncias evolutivas (Binder et

al. 2005). Em Polyporales, esta contida a familia Ganodermataceae. Segundo
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Donk (1948) a familia define-se por apresentar caracteristicas marcantes no
basidioma, como, apresentar o himenoforo branco quando jovem, a presenca
de poros e tubos estratificados no contexto, o sistema hifal dimitico em alguns
casos e trimitico em outros (com os trés tipos de hifas: generativas, esqueletais
e ligadoras), mas sempre com fibulas nas hifas generativas. As hifas
esquelétais estdo presentes formando a estrutura rigida do basidioma. Quanto
aos basididosporos, mostram-se sempre com dupla camada, sendo a interna
ornamentada e colorida, e a externa, fina e hialina. Os géneros desta familia
podem ser separados por caracteres como a ornamentagao dos esporos (Kirk,
2008) e as hifas presentes no contexto (Costa-Rezende et al., 2017).

As espécies sdo cosmopolitas e crescem no solo (quando o fungo
parasita raizes) ou cresce sobre madeira morta, ou ainda, expoliando arvores
vivas. Existem cerca de 220 espécies descritas para Ganodermataceae e cinco
géneros amplamente aceitos (Moncalvo e Ryvarden, 1997, Ryvarden, 2004).

Contudo, Costa-Rezende et al., 2016, 2017 e 2020 reagrupou as
espécies conforme as andlises morfoldgicas e taxondmicas, sugerindo novos
géneros, que serdo considerados neste trabalho. Assim, Ganodermataceae
conttm o0s seguintes 11 géneros: Ganoderma, Amauroderma,
Amaurodermellus, Furtadoa, Foraminispora, Cristataspora, Magoderna,
Sanguinoderma, Haddowia, Trachyderma e Tomophagus, (Furtado, 1981.
Moncalvo et al. 1995, Moncalvo & Ryvarden 1997, Ryvarden 2004, Kirk et al.
2008, Costa-Rezende et al. 2017, 2020, Sun et al., 2020).

A familia Ganodermataceae pode ser reconhecia por apresentar
macrofungos de basidioma perene ou anual (com contexto podendo conter
varias camadas de tubos), estipitados ou sésseis, podendo apresentar o pileo
lacado ou opaco. A superficie dos poros é branca quando jovem ou marrom
quando madura. Contudo, a caracteristica mais peculiar esta nos
basididésporos, que apresentam dupla camada: uma interna ornamentada,

engrossada e colorida e uma externa, mais fina e hialina (Donk, 1948).
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5.1 Géneros em Ganodermataceae

Ganoderma (P. Karst., 1881)
A espécie tipo é a mais estudada, principalmente por suas propriedades

farmacoldgicas, Ganoderma lucidum.

Este género compreende espécies que sado pileadas ou sésseis. Sao
degradadores de madeira de podriddo branca e algumas espécies sao
parasitas. Este género caracteriza-se por apresentar basidiosporo de parede
dupla, truncado e elipsoide, cuja ornamentacdo € colunar. Neste género
encontram-se o0s problemas taxonémicos mais relevantes e que ameacam o
uso destas espécies como ativo medicinal. Devido a ocorréncia de muitas
espécies cripticas dificeis de separar, afirmou Ryvardem (1991): “um caos
taxondmico”. As espécies tém distribuicdo mundial tanto em climas tropicais,

guanto em regifes temperadas e crescem como um parasita facultativo ou

como saprobios em tocos e raizes podres (Du et al., 2019).

Amauroderma (Murrill, 1905)

Cerca de 40 espécies sao descritas atualmente para este género. A espécie
tipo € Amauroderma regulicolor (Berk. ex Cooke) Murrill (sinonimia de A.
schomburgkii). Os basidiomas séao pileados, crescem no solo sobre tocos de
madeira morta ou raizes de arvores vivas, sdo de distribuicdo pantropical e
algumas apresentam registro de atividade farmacoldgica. O basididsporo €
caracterizado por seu formato globoso a subgloboso e sua ornamentacdo em

pilares entre a camada interna e a externa.

Amaurodelmellus (Costa-Rezende, Drechsler-Santos & Gées-Neto 2020)
Semelhante ao Amauroderma, porém, apresenta basidiésporos ovoides e o

contexto é branco.
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Magoderna (Steyaert 1972)
Apresenta a superficie do pileo escura e lacada, contexto fibrético, hifas da

cobertura do pileo séo anticlinais. Os basididosporos séo ovoides.

Trachyderma ((Imazeki) Imazeki 1952)
De basidiosporo truncado, tem como principal caracteristica o contexto:

suculento e carnoso quando maduro.

Sanguinoderma (Y.F. Sun, D.H. Costa & B.K. Cui 2020)

Este género contém espécies africanas, asiaticas e da Oceania, hum total de
cinco espécies até agora. Apresenta como caracteristica a mudanca de
coloracdo da superficie dos poros, que adquire coloracdo vermelho sangue,
quando manipulado.

Cristataspora (Robledo & Costa-Rezende 2020)

A este género pertencem espécies estipitadas, terrestres de podridao branca e
distribuicdo pantropical. O basididésporo caracteriza-se por serem truncados,
como em Ganoderma, porém apresentam a ornamentagdo com cristas
reticuladas verticais ou transversas, livres ou suavemente anastomosadas. S&o
conhecidas duas espécies, C. coffeata e C. flavipora. A primeira refere-se ao
sinbnimo, ainda aceito, Humphreya coffeata.

Foraminispora (Robledo, Costa-Rezende & Drechsler- Santos 2017)

Género com uma espécie até 2017. Em 2020 (Costa-Rezende et al., 2020)
foram descobertas varias espécies asiaticas com o0s pilares (que unem o
endoésporo ao exésporo) ocas. Apresenta esporos semelhantes a
Amauroderma sob microscopia 6ptica, mas em analise por ultramicroscopia,

pode-se observar a caracteristica dos pilares ocos (Costa-Rezende, 2017).

Furtadoa (Costa-Rezende, Robledo & Drechsler-Santos, 2017)

Apresenta 3 espécies até o momento, crescem no solo ou sobre madeira de
angiospermas. Até agora, s6 ha registros para a América do Sul. O
basidiésporo ndo é o caracter diagnostico deste género, pois € semelhante a

Amauroderma. Furtadoa caracteriza-se por apresentar sistema hifal
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monomitico, no contexto, enquanto em Amauroderma, as hifas séo dimiticas. O

typo € Furtadoa biseptata (Costa-Rezende, Drechsler-Santos & Reck, 2017).

Tomophagus (Murrill, 1905)

Tomophagus colossos (Fr.) Murrill, é a espécie tipo neste género, que conta,
até agora com duas espécies descritas. T. colossos e T .cattienensis.
Apresenta basidioporos helipsoides e truncados, mas se diferencia de
Ganoderma por apresentar um contexto leve, esponjoso e espesso (enquanto
Ganoderma tem contexto duro e rigido), onde sdo produzidos clamidésporos

(esporos vegetativos).

5.2 Bioprospecc¢do em Ganodermataceae

A espécie tipo de Ganodermataceae, Ganoderma lucidum, €
caracterizada por seu pileo lacado e seu contetdo de polissacarideos e acidos
ganodéricos, sendo muito importante na cultura asiatica e na Medicina
Tradicional Chinesa (Hapuarachchi, 2017). Entretanto, G. lucidum foi descrito
na Europa em 1844. Em 2012, Cao e colaboradores, comprovaram que O
“‘Ganoderma lucidum” da China, conhecido como “Lingzhi” (Dai et al., 2017),
ndo € co-especifico com o G. lucidum europeu ao avaliar, filogeneticamente,
sequéncias de ITS e B-tubulina. (Cao et al., 2012, Dai et al.,2017). Os autores
sugeriram o nome de Ganoderma lingzhi. Em 2016 outro grupo de pesquisa
comprovou a composicdo quimica diferenciada entre as duas espécies e
sugeriu caracteres morfol6gicos, ndo muito expressivos, para a diferenciacao
entre espécies. Os caractéres sugeridos foram a pequena diferenca de altura
do mixosporo, a cor da superficie dos poros e a sutil diferenca entre o formato
dos poros (Hennicke et al., 2016). A fig. 1 apresenta 0S resultados
morfologicos diferenciais entre G. lingzh e G. lucidum de amostras comerciais
(Hennicke et al. 2016).



21

Fig.1: Diferencas morfolégicas entre Ganoderma lucidum (& esquerda) e Ganoderma
lingzhi (a direita) (A e B) A diferenca na abertura dos poros. Escala: 0.5 mm. (C) llustracdo
representativa de um basidiésporo demonstrando: o mixosporo hialino (m), o exosporo (e) e as
ornamenta¢cbes em forma de pilares, que vado do exdsporo ao mixosporo exceto na parte

superior do esporo. As barras mostram as medidas com mixosporo (+m) e sem mixosporo (-m).

(D e E) Basidiosporos. Escala: 5 um. Adaptado de Hennickeet al. 2016.

De fato a caracterizacdo morfolégica classica apresenta-se muito
limitada no sentido de refletir a diversidade genética. Este fato ficou mais claro
apos o advento da andlise filogética e foi reforcado apdés o advento da
metagend6mica. Como consequéncia, conhece-se muito pouco sobre o que de
fato existe, mesmo que algumas espécies sejam muito abundantes na
natureza.

“Ganoderma lucidum” é um complexo de espécies mal identificadas e
varios estudos tentam nortear o verdadeiro nome dos insumos flngicos que
estdo sendo consumidos, tanto na Asia, como no resto do mundo. Os
pesquisadores tém utlizado marcadores como as regides do ITS, 18S, 28S, -
tubulina, rpb2 , tef 1 a, entre outros (Smith e Sivasithamparam, 2000; Kwon et
al., 2006; Park et al.,, 2012; Hapuarachchi et al., 2015; Zhou et al., 2015;
Hennickeet al. 2016, Dai et al., 2017; Jargalamaa et al., 2017).

Embora a gendmica tenha revolucionado a taxonomia de fungos, existe
uma necessidade crescente de mesclar esse tipo de abordagem com outras

como a bioquimica, ecoldgica, morfolégica e ontoldgica, a fim de fornecer
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hipéteses testaveis sobre biologia fungica (Naranjo-Ortiz MA and Gabaldon,
2019).

Atualmente, extratos de macrofungos sdo comercializados como
complementos alimentares e produtos nutracéuticos (Giavasis, 2014, Bishop et
al, 2015), especialmente no Oriente. Além disto, a industria oriental incorpora
extratos fungicos de G. lucidum também em cosméticos, com a funcédo de
rejuvenecedor, anti-oxidante, e em tratamentos para clareamento da pele (por
inibicdo de tirosinase) (Chien et al., 2008, Weng et al., 2010, Taofiqg et al., 2016,
2017, Kim et al., 2016, Li et al., 2019).

Novos estudos também apontam a utilizacdo de extratos ou compostos
isolados de G. lucidum como neuroprotetor, hepatoprotetor, anti-inflamatorio,
regulador do metabolismo e no tratamento da obesidade (Chang et al., 2015,
Chen et al., 2019, Wang et al., 2019, Diling et al., 2020).

Dentre os compostos isolados, 0s mais promissores sdo 0s acidos
ganodéricos. Estas moléculas pertencem a classe dos terpenoides (Bhat et al,.
2019). Entretanto, a literatura aponta mais de 400 (!) compostos isolados
apenas do género Ganoderma (Baby et al.2015).

5.3 Compostos triterpenoides de origem natural

Todos os organismos vivos produzem milhares de compostos organicos
de baixo peso molecular. Muitos destes compostos, ndo apresentam funcéo
direta no crescimento e desenvolvimento destes seres vivos, por isto recebem
0 nome de metabdlitos secundérios. Entre os metabolitos secundarios, os
terpenos servem aos organismos como repelentes, toxinas ou atrativos para
outros organismos e varias outras funcdes ecoldgicas, atuando em interacdes
mutualisticas e antagonisticas entre todos os seres vivos (Gershenzon e
Dudareva, 2007). Sdo exemplo as piretrinas, que sdo um grupo de
monoterpenos de esteres de ciclopropila. As piretrinas sdo compostos
extraidos de flores de Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum
coccineum, da familia Asteraceae que séo utilizados comercialmente como
inseticidas. (Soderlund, 1995). Estudos comprovaram a sua eficacia contra
insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera (Homoptera e Heteroptera), Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera, Orthoptera e Thysanoptera (Bhardwaj et al., 2020).
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Outro terpenoide de uso comercial e importante agente farmacoldgico é
o paclitaxel, cuja formula molecular € Cas7Hs1NO14. Este constituinte € um
diterpeno nitrogenado e polioxigenado, sintetizado naturalmente nas folhas e
na casca por plantas do género Taxus, quando em relacdo mutualistica com
um fungo endofitico. Paclitael foi isolado em 1971, nos EUA. Em 1993, o fungo
endofitico, Taxomyces andreanae, foi descoberto nos tecidos de Taxus
brevifolia. Estudos in vitro comprovaram que o fungo foi capaz de produzir
paclitaxel e que pelo menos outros 18 géneros de fungos sao conhecidos hoje
como produtores de paclitaxel. Este diterpeno foi desenvolvido para
comercializacdo em larga escala pela companhia americana Bristol-Meyer
Squibb com o0 nome de Taxol ® sendo disponivel como medicamento, hoje em
dia, em mais de 60 paises (Soliman et al, 2011). Atualmente € utilizado como
agente antineoplasico no tratamento de cancer de pulmdo, mama, préstata e
ovario (Zhao et al., 2012).

Na biossintese de paclitaxel, o precursor do anel taxano é o geranil-
geranil-difosfato (GGPP), que € derivado do isopentenila-pirofosfato (IPP).
Conforme Zhao, (2012) outros fungos endofiticos também possuem maquinaria
metabdlica para producdo de triterpenoides com atividade antioneoplasica,
exemplos sdo a vimblastina (Alternaria sp.) e a vincristina (Fusarium

oxysporum).

5.4 Biossintese de Terpenoides
De maneira geral, terpenoides sao produtos naturais amplamente

distribuidos, que se constituem por unidades de isoprenos com 5C. Estas
unidades formam cadeias de ramificacbes com caracteristicas estruturais
especificas (Schmidt-Dannert, 2014).

Entre os terpenoides produzidos nos trés reinos eucariéticos, sdo formados
diferentes tipos de esterois: fitosterois (sitosterol, estigmasterol, campestrol) em
plantas, colesterol em animais e ergoserol em fungos. Todas estas estruturas
derivam da ciclizacdo de oxidoesqualeno em lanosterol (fungos e animais) e
apos multiplos passos oxidativos geram os diferentes esteréis triterpenoides e

ergosterol em fungos (Schmidt-Dannert, 2014). Fig.2.
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Fig. 2: Biossintese de esterbis de acetil-CoA até colesterol (animais), ergosterol (fungos e

protozoarios) e fitosterol (plantas). Choi et al., 2014

Na rota biossintética de terpenoides em fungos superiores Ascomicota e
Basidiomycota apresentam portfolios diferentes de enzimas biossinteticas
(Schmidt-Dannert, 2014).

Na familia Ganodermataceae (Basidiomycota), inUmeras fraces ricas
em terpenoides tém sido descobertas. Dentre estes terpenoides, em G.
lucidum, uma classe de triterpenos vem se destacando por suas atividades
bioldgicas, os acidos ganodéricos (Gajendiran e Abraham, 2018, Liang et al.,
2019).

5.4.1 Rotas Biossintéticas

O precurssor isopentenila pirofosfato (ou isopentenila difosfato, IPP),
com 5C, conjugado com o dimetilalila difosfato (DMAPP), também com 5C, sdo

0s precurssores de todos os isoprenoides. Essas metades formam os
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hemiterpenos, ou se polimerizam para formar incrementos de 5 carbonos,
adicionando sucessivas unidades de IPP, formando diferentes comprimentos
de cadeia de difosfato de prenilas. Estes difosfatos de prenila sdo precurssores
universais para todos os terpenoides (Jiang et al., 2016).

De acordo com o numero de carbonos, uma classificacdo de terpenoides
€ possivel: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), carotenoides (C40) e poliprenois (>45 C) como mostra a Fig.
3) (Jiang et al., 2016). Em Ganodermataceae o0s estudos provam que as
moléculas que possuem atividade biolégica, sdo os triterpenos e, mais
especificamente, em G. lucidum, sdo os acidos ganodéricos (Kohda et al.,
1985; Xia et al., 2014).

Os triterpenos contem 30 ou 27 atomos de C, alguns poucos
apresentam 24 atomos de C. Todos possuem 0 mesmo esqueleto, anéis de
configuracdo trans A/B, B/C, C/D e substituintes 108, 133, 14a e 173. Além
destes substituintes, outros ocorrem nas posic¢des C-3, 7, 11, 12, 15, 22, 23, 24

e no esqueleto lanostano (Xia et al., 2014.)

5.4.2 A rota do Mevalonato

A biossintese de acidos ganodéricos (GA) esta associada a rota do
mevalonato (biossintese de isoprenoides) (Shi et al., 2010).Fig.3.



26

Acetyl-Cos, Acatocytyl-Coh
)\ e —))\/’\

Mwabu 4 i HHG-C L

lmevalnnate 5P Mevalonate-5-FF

)\){/\_4_9—3-»)\){/\ T

!

Dimethylallyl-PP

)W\ sopenm PP
™o Ir Pl
G GFP

aranylGaranyl-PP

(_—_ /l%/\/l\/‘\.cmm - $
_oh{:o_-;_\/\)v\/JV\/‘%z/\/l\
: | FPPS
’]' Farensyl-PP
G N Ny .
SE '

/Km/'\/\)\/\/\r\/\?iﬂe\/
0sQ ]’

—
ool

e

,TLT s [ ——

P450 oxidases, UGTs

L
./“\],LL.[\‘"
R

‘Ganoderic ackds and other derivates

Fig. 3: Rota do mevalonato mostrando a formacéo de terpenoides em fungos. Adaptado de Hu
et al., 2017.

As enzimas conhecidas envolvidas na rota do mevalonato em fungos
séo (Croteau R., Purkett , 1989; Shi et al., 2010; Xu etal., 2010):
(1) acetil-CoA acetiltransferase (AACT): catalisa a reacdo de condensacao de
dois acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA.
(2) 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetase (HMGS): catalisa a reacdo de
condensacao do acetil-CoA com acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA.
(3) 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR): cataliza a formacdo do
mevalonato;
(4) mevalonate kinase (MK): Cataliza a fosforilagdo do mevalonato para formar
mevalonato 5-fosfato;
(5) fosfomevalonato quinase (MPK): enzima que converte o mevalonato 5-

fosfato e ATP em mevalonate 5-difosfato e ADP.
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(6) pirofosfomevalonato descarboxilase (MVD): catalisa a reacdo quimica ATP
e 5-difosfomevalonato em ADP e difosfato de isopentenil;

(7) isopentenildifosfato isomerase (IDI): catalisa a conversdo do isopentenil
pirofosfato em dimetilalil pirofosfato.

(8) farnesil difosfate sintetase (FPPs): catalisa a transformacao de dimetilalila
pirofosfato e isopentenila pirofosfato em farnesil pirofosfato, o precurssor dos
sesquiterpenos e triterpenos;

(9) geranil pirofosfato sintetase (GPPs): catalisa a condensacdo de
isopentenildifosfato e Dimetilalil pirofosfato para gerar geranil pirifosfato,
precurssor de monoterpenos.

(10) esqualeno sintetase (SQS):. cataliza a condensacdo de dois farnesil
difosfato para formar o esqualeno;

(11) esqualeno mono-oxigenase (SE): oxida o esqualeno em 2,3-
oxidosqualeno, também chamada esqualeno epoxidase;

(12) 2, 3-oxidosqualeno-lanosterol ciclase (OSC): enzimas envolvidas nas
reacoes de ciclizacdo do 2,3-oxidosqualeno para formar lanosterol.

(13) geranilgeranil-PP sintetase (GGPPs): Cataliza a trans-adicdo de trés
moléculas de isopentenilpirofosfato e dimetilalilpirofosfato para formar

geranilgeranil pirofosfate, o precursor de carotenoides e diterpenos.

5.5 Acidos Ganddericos

Em Ganodermataceae, a rota biossintética dos triterpenoides esta
estabelecida na literatura até a formacao do lanosterol (fig. 4). A enzima OSC
cataliza a ciclizagéo do 2, 3-oxidoesqualeno na rota do mevalonato para formar
0 precurssor dos triterpenos, o lanosterol (Hsu e Yen, 2014). Apés, o lanosterol
sofre varias modificacbes por diversas reacfes, como oxidacdo, reducédo e
acilacao até formar os varios GAs (Chen et al., 2012; Xu et al., 2010; (Hsu e
Yen, 2014; Zang et al., 2017). Os GA sao triterpenoides tetraciclicos e
apresentam o esqueleto estrutural do lanostano altamente oxidado (Xia et al.,
2014; Zang et al.; 2017; Liang et al., 2019).
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Fig.4: Os triterpenos de Ganoderma pertencem ao grupo de triterpenos derivados do
lanostano (Xia et al., 2014).

ApoOs a sintese do lanosterol, o esqueleto carbociclico também deve
sofrer modificacBes complexas e pouco se sabe sobre as etapas especificas
desse processo. Os resultados do sequenciamento do genoma de G. lucidum
sugerem que o citocromo P450s (CYPs) estdo envolvidos nesse processo, mas
a rota especifica ainda ndo é clara (Hui et al., 2015). Apds o0 sequenciamento
do genoma de G. lucidum, foram demonstradas possiveis 16 CYPs envolvidos
na sintese de terpendides (Quin et al., 2015) e uma possivel rota foi proposta
(fig. 5). Estes CYPs fazem oxidacdes seletivas, promovendo funcionalidade
qguimica para subsequente acetilacfes, esterificacbes, alquilacdes, etc... (Wang

et al., 2012), ou rendem diferentes produtos (Seki et al., 2008).
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Fig.5: Possivel rota biossintética de alguns éacidos ganodéricos em G. lingzhi, cada seta
representa uma reacdo quimica, duas setas representam multiplas reagfes. Setas azuis
representam uma suposta rota, setas laranja mostram rotas bem definidas. Adaptado de Chen
etal., 2012 e Quin et al., 2015.
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Os primeiros acidos ganodéricos isolados foram acido ganodérico A e B,
em 1982 por Kubota e colaboradores (Kubota et al, 1982). Fig. 6. Estes
terpenoides podem conter multiplas estruturas ciclizadas e varios tipos de
grupamentos, como. oxidrilas, agucares, acidos graxos, anéis benzenos, entre
outros, que irdo determinar a polaridade e a complexidade da molécula (Jiang
et al.,, 2016). Xu et al. (2010) separaram a estrutura molecular de acidos

ganodéricos em trés subtipos:

R4

TIPO 2
\_eoon
.  TIPO3
GA R1 R2 R3 R4 TIPO
A o OH H OH 1
B B-OH OH H 0 1
H B-OH o OAc 0 1
Y, 0 OH OAC 2
z B-OH H H H 2
u a-OH H H 2
DM 0 o H H 2
v B-OH H H H 3
X B-OH OAc H H 3
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Me a-OAc OAc H H 3

Mk a-OAc OH OAc H 3
Fig. 6 Estrutura de alguns acidos ganédéricos. Xu et al. (2010)

Em se tratando de ontogenia, Liu et al. (2012) j& haviam afirmado que
as concentracbes dos acidos ganodéricos DM e TR em G. lucidum variam
durante a formacéo do basidioma. Apds, Nakagawa et al. (2018) relataram que
o basidioma imaturo de G. lingzhi, cepa BMC9049, apresentou conteudo total
de polissacarideos e triterpendides mais alto e o conteudo individual dos acidos
ganodéricos, como GA-A, GA-C2, GA-l, GA-K, GA-C e GA-D, foi alterado com
o crescimento do basidioma. Ren et al., 2020, avaliaram o contetdo de &cidos
ganodericos, por HPLC, em diferentes estagios, convencionando quarto fases
no desenvolvimento de G. lucidum (fig.7):

1- Fase do alongamento dos primérdios
2- Fase de expansao do pileo
3- Fase de amadurecimento do basidioma

4-  Fase de amadurecimento dos basidiésporos
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Fig 7: Apresentacdo das quatro fases do desenvolvimento de G. lucidum. Ren et al., 2020.

Assim Ren, et al., 2020, demonstraram que existe também uma
diferente bioproducdo de GA durante o desenvolvimento, além de diferenca de
conteudo significativa entre o pileo e o estipe, sendo o pileo mais rico em GA e
o estipe mais rico em compostos fenodlicoss e flavonoides. Os corpos de
frutificacdo de G. lucidum podem ser colhidos na fase estagio 1 se o interesse
for GA- B, GA-C2 e GA-G no pileo e se o interesse for por GA-A, a coleta deve
ser na fase 3. A biossintese de triterpenos em G. lucidum é afetada por
condicdes ambientais, exceto durante o desenvolvimento do basidioma,
guando a expressao do gene OSC é regulada por fatores bidticos e abibticos
(Shang et al., 2010). Por exemplo, Gao et al (2018) demonstraram que a
adicao de cobre ao meio de cultura, por mecanismos que envolvem a producéo
de espécies reativas de oxigénio, pode aumentar a concentracdo de GA. (Gao
et al., 2018).

Em 2018, Wang et al., descobriram um gene da familia P450 que
sintetiza uma enzima que adiciona oxigénios ao lanosterol. O gene CYP5150L8
que sintetiza a enzima lanosterol oxidase (Wang et al.,2018). CYP5150L8
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cataliza trés passos sucessivos na oxidacao do lanosterol até o acido 3-hidroxi-

lanosta-8,24-dien-26-oico (Wang et al.,2018).Figura 8.

2,3,0XIDOESQUALENO

CYP5151L8

CYP5151L8

HO’

CYP5151L8

HLDOA

\ COOH

HO

Fig. 8: Etapa de oxidacdo do lanosterol apresentando os passos oxidativos até o &cido 3-
hidroxi-lanosta-8, 24-dien-26-oico (HLDOA). HLDO: 3-hidroxi-lanosta- 8,24-dien-26-ol; HLDA:
3-hidroxi-lanosta-8,24-dien-26-al; HLDOA: &cido 3-hidroxi-lanosta-8,24-dien-26-oico; LS:

lanosterol sintetase. Adaptado de Wang et al., 2018.



33

5.6 Fungos da Familia Ganodermataceae como agentes citotoxicos

A carcinogenesis € um processo complexo, de multiestagios, que

comeca pela iniciacdo, promocgédo e progressao de um tumor e inclui uma
acumulacdo continua de eventos transformadores guiados por mutacdes
genéticas e mudancas epigenéticas que afetam rotas importantes do
desenvolvimento celular, como crescimento, sobrevivéncia, diferenciacao,
metéstase, migracdo e invasao (Li et al., 2020).
Processos inflamatérios sdo um dos mecanismos que levam ao surgimento de
canceres através de processos que envolvem genotoxicidade, reparos
teciduais aberrantes, respostas proliferativas, invasdo e metastase (Koo et al.,
2019).

Com relacdo aos terpendides e seus efeitos em tumores e células
cancerigenas, pode-se afirmar que apresentam papel na prevencao do cancer
e na promocdao da saude (Li et al., 2020). A literatura aponta que terpenoides
também regulam a epigenética e a epigendmica na prevensao de canceres (Li
et al., 2020). A atividade antitumoral dos macrofungos do género Ganoderma,
foi uma das atividades revisadas por Dasgupta e Acharya (2019).

A citotoxicidade é definida como a toxicidade de determinada substancia
ou extrato bruto frente a diferentes células. A avaliagdo de compostos emprega
modelos celulares para medir parametros relacionados com a proliferacao
celular, por exemplo, a capacidade de divisdo, a atividade mitocondrial, as
condicbes da membrana celular ou o conteudo total de proteinas ou DNA.
Vérios ensaios, enzimaticos ou com o uso de corantes especificos sao
utilizados para marcar a atividade citotoxica entre eles, LDH (ensaio
colorimétrico da enzima lactato desidrogenase, que avalia o dano na
membrana plasmatica, apoptose e necrose através de métodos fluorescentes),
SRB (o corante liga-se a proteinas e mede-se o total de proteinas), MTT (avalia
a atividade oxido redutiva da mitocondria, mensurando a habilidade da célula
viva em reduzir o corante), DAPI (mede a quantidade de DNA total, utilizando
fluorocromos capazes de se ligarem estequiometricamente com DNA), iodeto
de propidio, eritrosina B e azul de tripan (corante de células mortas). O uso de
marcadores fluorescentes € util quando se usa citometria de fluxo e a medida

de intensidade da luz difusa sobre as células marcadas, podendo-se avaliar,
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tanto a morte, quanto a apoptose e o numero de células que permanecem
vivas (Fricker e Buckley, 1996; Niu et al, 2001; Bopp et al., 2008; Chudzik et al.,
2015).

Em recente reviséo, feita por Wong et al., 2020, onde foram reportadas
atividades citotoxicas frente ao cancer de mama, foram mencionadas outras
espécies do género Ganoderma, além de duas espécies do género
Amauroderma, ambos sdo géneros de Ganodermataceae.

Assim, resumidamente:
- Amauroderma rude apresentou maior atividade, in vitro, que o G. lucidum
contra linhagens de células tumorais de cancer de mama e despertou
processos apoptoticos.

Em experimentos in vivo, o crescimento de tumor de mama provocado
por um xenoenxerto de células MDA-MB-231 em ratos imunodeprimidos
(animal modelo com deplecédo do genes Foxnl, que causa deterioracdo do
timo) foi reduzido apds tratamento com ergosterol purificado de A. rude e a
expressao do ongene c-Myc foi suprimida (Jiao et al. 2013). Além disto, A. rude
exibiu quantidade consideravel de ergosterol, molécula que aumenta a
expressdo do gene supressor tumoral Foxo3 e dos reguladores de apoptose
como BimL, BimS, Fas, e FasL (Li et al. 2015).

- Amauroderma rugosum apresentou isolados quimicos com atividade
antioxidante, a formacdo do TNF-a e NO e a proliferacdo de linhagem de
células MCF7 (Zhang et al., 2017). Quanto a toxicidade, estudos demonstraram
que um Unico tratamento com A. rugosum pulverizado (2000 mg/kg), por via
oral, ndo prejudicou o crescimento, 0s parametros sanguineos, as estruturas
histol6gicas dos 6rgdos examinados ou a sobrevivéncia dos ratos em um
periodo de 2 semanas (Fung et al. 2017).

- Ganoderma atrum: estudos provaram que rFIP-gat, a forma recombinante da
proteina imunomoduladora fungica FIP-gat de G. atrum, provocou aglutinacao
(ICs0 de 5 pg/ml) e diminuicdo da viabilidade das células de cancer de mama
MDA-MB-231 (9,96 pg/ml). A 10 ug/ml, o rFIP-gat interrompeu as células
cancerigenas na fase G1/S do ciclo celular, inibiu a proliferacdo celular e

provocou apoptose (Xu et al. 2016).
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- Ganoderma lipsiense: o extrato fungico administrado em camundongos
BALB/c reduziu a densidade de microvasos e a contagem de células positivas
para ciclina D1 (ou bcll, € um regulador do ciclo celular, cuja super expressao esta
associada ao desenvolvimento e a progressédo de cancer e sao encontradas em 30%
dos canceres de mama), mas aumentou a contagem de ceélulas positivas para
trombospondina 1 (proteina antiangiogénica) e, assim, inibiu o crescimento de
MDA-MB-231-HM em camundongos (Qi et al. 2016).

- Ganoderma tsugae var. jannieae: 0 extrato acetato de etila micelial diminuiu
em mais de 70% a atividade celular de células MCF7 e suprimiu a fosforilagdo
de IkBa (Chan et al. 2015).

- Ganoderma resinaceum: O extrato micelial, contendo o fitosterol a-
spinasterol, inibiu células MDA-MB-231 e MCF-7 de cancer de mama. O extrato
desregulou as quinases dependentes de ciclina cdk4/6 e produziu interrupcao
do ciclo celular na fase GO — G1. Por outro lado, aumentou a expressédo do
marcador apoptotico Bax e do supressor de tumor p53 (Sedky et al. 2018).

- G. lucidum: € um nutraceutico popular mundialmente e tem sido utilizado em
ensaios clinicos em cancer de mama e em cancer de nao-pequenas células de
pulmdo (Hsu and Cheng 2018). G. lucidum pode reduzir a prostracdo e
melhorar a qualidade de vida em pacientes com cancer de mama que

receberam terapia hormonal (Zhao et al., 2012).

Em estudo utilizando o 6leo contido nos esporos, foi observada a
inibicdo da proliferacéo de células de cancer de mama in vitro e o crescimento
de tumores in vivo (Jiao et al. 2020). De acordo com Su et al., 2018, a
administracdo de um extrato de esporos quebrados retardou o crescimento do
xenoenxerto de cancer de mama 4T1 em camundongos. Além disto, a
populacdo de células T citotoxicas e a propor¢do de células T citotdxicas para
células T auxiliares, no sangue periférico e baco, foram elevadas.

Suprasert et al., 2015 relatam que sessenta pacientes, que falharam em
duas ou mais secdes de quimioterapia, durante o tratamento para o cancer
ginecologico, foram divididos aleatoriamente em trés grupos e submetidos a
terapia complementar com G. lucidum durante 12 semanas. Vinte pacientes
consumiram 6g/dia de extrato aquoso de G. lucidum; outros vinte pacientes
consumiram 6g/dia de esporos e o0 restante tomou placebo. A doenca
estabilizou em 0%, 50% e 38,1%. A sobrevida em 1 ano foi de 44%, 60% e
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63,6% nos grupos que receberam placebo, esporos de G. lucidum e extrato

aguoso de G. lucidum, respectivamente (Suprasert et al. 2015).

Em reviséo feita em 2014, por Hsu e Yen, foram relatados os ensaios de
citotoxicidade, in vitro, utilizando os GA isolados até aquela data, como mostra

a tabela 1.

Tabela 1: Efeitos citotoxicos dos GAs en linhagens celulares de cancer

GA Incub. (h) Cancer Cell ICs0 GA Incub. (h) Cancer Cell ICs0
Lines Lines
GA-A 48 LLC >20 pyg/mL | GA-Mf 24 LO2 77.0 UM
GA-A 48 T-47D >20 yg/mL | GA-Mf 24 HF 122.5 uM
GA-A 48 S-180 >20 yg/mL | GA-Mf 24 HO-8910PM 34.8 uM
GA-A 48 Meth-A >20 ug/mL GA-Mf 24 SW1990 471 uM
GA-AM1 48 HelLa 19.8 uM GA-Mf 24 95-D 33.2 uM
GA-B 48 Hela 20.3 M | GA-Mf 24 HelLa 36.4 uM
GA-B8 48 LLC >20 yg/mL | GA-Mf - HelLa 36.4 uM
GA-B8 48 T-47D >20 pg/mL | GA-Mf - 95-D 33.2 M
GA-B8 48 S-180 >20 yg/mL | GA-Mk - HelLa 29.8 uM
GA-B8 48 Meth-A >20 ug/mL | GA-Mk - 95-D 30.8 uM
GA-C1 48 LLC >20 ug/mL | GA-P - NCI-H187 26.0 uM
GA-C1 48 T-47D >20 yg/mL | GA-P - MCF-7 58.0 uM
GA-C1 48 S-180 >20 ug/mL | GA-P - KB 40.0 yM
GA-C1 48 Meth-A >20 yg/mL | GA-R - HelLa 21.4 uM
GA-D 48 HelLa 17.3uM | GA-R - 95-D 31.9 uM
GA-DM 72 PC-3 40.0 uM GA-S 24 LO: 447 uM
GA-E - HepG2 0.144nM | GA-S 24 HF 28.7 uM
GA-E - HepG2,2,15 0.105 nM GA-S 24 HO-8910PM 25.2 uM
GA-E - CCM2 31.25 yM GA-S 24 SW1990 41.4 uM
GA-E - P388 5.012 yM GA-S 24 95-D 38.5 uM
GA-F 48 HelLa 19.5 uM GA-S 24 HelLa 23.8 uM
GA-K 48 HelLa 15.1 uM GA-S - NCI-H187 39.0 uM
GA-Mc - Hela 354uM | GA-S - MCF-7 >98 UM
GA-Mc - 95-D 24.0 uM GA-S - KB 53.0 uM
GA-S - Hela 238UM | GA-T 24 HepG2 13.1 uM
GA-S - 95-D 38.5 uM GA-T 24 95-D 14.5 uM
GA-T — NCI-H187 15.0 uM GA-X 24 HuH-7 20.3 pg/mL
GA-T - MCF-7 780uM | GA-X 24 HCT-116  38.3 pyg/mL
GA-T - KB 18.0uM | ca-x 24 Raji 39.2 pg/mL
GA-T 24 95-D 27.9 yg/mL | GA-X 24 HL-60 26.5 ug/mL
GA-T 24 HelLa 11.0 uM
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Nota: Incub. (h)=tempo de incubacéo da célula com o composto isolado em horas. Hsu e Yen.
2014.

5.7 Fungos da Familia Ganodermataceae como agentes antibiofilme

Diferentemente das condi¢Bes laboratoriais, onde bactéricas crescem
plantonicamente e em condi¢des ricas de nutrientes, as bactérias ambientais
ocupam um meio pobre em nutrientes, onde formam agregados multicelulares,
imersos em uma matriz, chamados biofilmes (Costerton et al., 1987).

Os biofilmes séo formados por comunidades microbianas complexas que

se estabelecem em uma grande variedade de superficies e geralmente estdo
associadas a uma matriz extracelular composta por diferentes polimeros. Além
disso, biofilmes fornecem protecéo contra as defesas do hospedeiro e contra a
acao de antibioticos, constituem-se em uma barreira para prevenir ou reduzir a
penetracdo de agentes antimicrobianos. Dependendo da espécie bacteriana e
das condicbes ambientais, a matriz deste biofilme apresentara
exopolissacarideos, proteinas, acidos teitoicos e DNA (Flemming and
Wingender, 2010).
Staphylococcus aureus pertence a familia nosocomial oportunista denominada
‘ESKAPE’, sigla para Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. (Rice,
2008).

S. aureus, tornou-se famoso por causar infecgdes cronicas em pacientes
com em dispositivos médicos implantaveis como, valvulas cardiacas artificiais,
cateteres e proteses articulares (Arciola et al.,, 2012; McConoughey et al.,
2014). Estas infeccdes estdo relacionadas ao biofiime de S. aureus e
associadas ao aumento da morbimortalidade. Estas infec¢des nos dipositivos
implantaveis frequentemente requerem remoc¢do cirirgica e aumento da
duracdo no tempo de hospitalizacao, (Otto, 2008; Maneesha et al., 2019).

Além disto, um numero significativo de estudos relacionados ao biofilme
bacteriano foi relatado devido a importancia dos biofilmes como fonte de
contaminagdo cruzada na industria de alimentos. Como S. aureus é o maior
componente do microbioma humano, com a manipulacdo, o grau de
contaminacdo aumenta na superficie dos alimentos (Srey et al., 2013). Uma

vez ali, a formacdo de biofiime aumenta a resisténcia de S. aureus aos
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estresses do processamento de alimentos: agentes antimicrobianos,
temperaturas relativamente altas, altos teores de sal, entre outros (Vazquez-
Sanchez et al.,, 2013). Consequentemente, aumentam as possibilidades de
contaminagao cruzada, o que pode comprometer a seguranca dos produtos
alimenticios.

S. aureus € capaz de formar biofilmes em diversas superficies de
trabalho amplamente utilizadas em instalacdes industriais, como poliestireno,
polipropileno, aco inoxidavel e vidro, e também em produtos alimenticios
(Ciccio et al, 2019).

A formacao do biofilme ocorre em 5 etapas (Fig.9):

1. As células dos micro-organismos ligam-se a superficies abidticas ou bidticas.
2. Apos a ligagdo das células, o biofilme se desenvolve como um "tapete"
confluente de células envoltas em uma matriz secretada por estas células.

3. Ao atingir a confluéncia, ocorre um periodo de migracdo em massa de
células e uma subpopulacéo é liberada do biofilme para permitir a formacéo de
microcolbnias tridimensionais.

4. As microcol6nias formam-se a partir de diferentes focos de células que
permaneceram ligadas durante o estagio 4. Esse estagio € caracterizado pela
rapida divisdo, formando agregacdes robustas compostas de proteinas e DNA
extracelular.

5. Disperséo de células bacterianas.

Como a resisténcia aos antimicrobianos por bactérias nosocomiais €
crescente, torna-se necessaria a descoberta de novas moléculas capazes de
inibir a formacao de biofilme, seja inibindo o crescimento microbiano ou inibindo

sua adesdo a um substrato.

5 fases do X
desenvolvimento =
do biofilme

CRENERECE

Fig.9 Estagios do desenvolvimento do biofilme. Adaptado de Moormeier e Bayles, 2017.
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O desenvolvimento do biofilme de S. aureus € descrito em cinco estégios: (1)
fixacdo, (2) multiplicacédo, (3) desprendimento, (4) maturacao e (5) dispersao.

Métodos indiretos, in vitro, utilizando microplacas e corantes, como
cristal violeta e safranina, tém sido amplamente usados devido a sua
simplicidade e sensibilidade (Djordjevic et al., 2002). No ensaio com o cristal
violeta, o biofilme é corado com o cristal violeta e em seguida, o corante que
nao se ligou aos polissacarideos é removido (Jackson et al., 2002). A partir dai,
0s pocinhos corados sofrem leitura colorimétrica. O cristal violeta é um corante
basico, que se liga em moléculas carregadas negativamente e nos
polissacarideos da matriz extracelular (Li et al., 2003).

A literatura cita poucos registros sobre a atividade de extratos fungicos
como anti-biofilme. Entre eles estdo os trabalhos de Bhardwaj et al., 2017,
demonstrando a agéo anti-biobilme de extratos aquosos de G. lucidum contra
Candida albicans e C. glabrata (Bhardwaj et al. 2017).

5.8 Fungos da Familia Ganodermataceae como antiparasitarios

O controle de parasitoses em humanos e animais depende largamente
de drogas, das quais os parasitas em questdo, ndo desenvolveram resisténcia.
De fato, todos os parasitas, independentemente do filo ao qual pertencam, ja
desenvolveram ou sdo capazes de desenvolver resisténcia contra todos os
compostos terapéuticos.

Basidiomicetos produzem uma grande diversidade de biocompostos,
alguns deles sdo ativos no tratamento de doencas causadas por protozoarios.
Segundo Abugri et al., 2019, a maioria dos extratos fungicos e seus seus
compostos isolados apresentam alguma concentracao inibitéria minima (ICso)
para 50% dos parasitas variando entre 0.06 a 54ug/mL in vitro, além de baixa
toxicidade in vitro e in vivo (Abugri et al., 2019, Oluba, 2019).

Os mecanismos de acédo resultantes da interacdo dos bioprodutos de
macrofungos versus parasitas envolvem lesdo da membrana celular, que leva a
lise celular, parada do ciclo celular, dano a fungdo mitocondrial, dano no RNA e
no DNA, bem como em fosfolipidios, rea¢cbes de auto-oxidacdo, quelacdo de

metais e estresse oxidativo (Abugri et al, 2019).
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Registros encontrados na literatura sobre a acdo antiparasitaria de
fungos da familia Ganodermataceae demonstraram acao antiplasmodial in vitro
e in vivo (Adams et al., 2010; Oluba et al., 2012; Oluba, 2014; Lakornwong et
al.,, 2014, Ma et al., 2015; Lenzi et al., 2018, Oluba, 2019 ), contra Giardia
duodenalis (Costa et al., 2019) e Duarte et al. 2010, demonstraram atividade
tricomonicida de extratos aquosos de Amaurodema camerarium.

Ao avaliar extratos e constituintes quimicos de G. lucidum, observou-se
que triterpenos lanostanos, como Ganodermalactona F (C3oH3s0s5),
esquisanlactona B (CsoH4004) e colossolactona E (Cs2H420s) inibiram o
crescimento de P. falciparum com ICso que variaram de 6.0-10 pM
(Lakornwong et al., 2014) e que o acido ganodérico DM (C3oH4404), acido
ganodérico TR1 (CsoH4403), aldeido ganodérico TR (CsoH4403), acido
ganodérico S (CsoH4403), Ganodermanondiol (CsoH4s03) e ganofurano B
(C21H2604) inibiram P. falciparum com ICso entre 6.0-20 uM (Adams et al.
2010). Em G. boninense, Ma et al., 2014, demonstraram, que 0s terpenoides
ganoboninketals A (Cs2H4607), B (Cs0H4206) € C (Cs2H460s) apresentaram,
contra o mesmo parasita, uma IC50 de 4.0, 7.9 e 1.7 yM, respectivamente.

Em um estudo recente, Oluba, 2019, demonstrou que o extrato rico em
terpenoides de G. lucidum (coletado na Nigéria) reduziu a parasitemia in vivo
aumentando a taxa de sobrevivéncia em ratos, quando parasitados por
Plasmodium berghei , além de potencializar os efeitos da cloroquina, o
medicamento de escolha para tratamento de malaria (Oluba, 2019).

A coccidiose aviaria € uma doenca parasitaria causada por protozoarios
apicomplexos do género Eimeria. Estes protozoarios endoparasitas levam as
aves de corte a uma enfermidade entérica importante, devido aos prejuizos
econdbmicos por ela causados. Os parasitas atacam as células intestinais
causando enterite e diarréia, consequentemente, uma diminui¢cdo na absorcéo
intestinal de nutrientes, ha ainda um efeito sinérgico da coccidiose com outras
doencas, sendo mais severos do que quando ocorre sozinha (Allen e Fetterer,
2002). Com a utilizacdo de extrato aquoso de G. applanatum foi possivel
controlar a infecgcdo e apontar uma potencial alternativa na intervencéo de
eimeriose e na eliminagéo da infeccédo clinica em frangos (Ahad et al.,2016).

O extrato aquoso de Amauroderma camerarium, obtido do cultivo

micelial em condicdes estaticas (28 dias de cultivo suplementado com KNOs),
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apresentou atividade contra a cepa ATCC 30236 de T. vaginalis, diminuindo a
viabilidade dos trofozoitos em 76% (Duarte, 2016). Neste estudo, uma proteina,
identificada por espectrometria de massas, foi testada contra T. vaginalis ATCC
30236 e isolados clinicos. As concentragdes inibitérias minimas encontradas
foram 2.6 yM contra as cepas ATCC e 5.2 yM contra os isolados clinicos.

T. vaginalis (fig.10) € o agente etiolégico de tricomoniase, uma DST
cosmopolita associada ao aumento da aquisicdo e transmissdao do HIV,
trabalho de parto prematuro, bebés com baixo peso ao nascer, infertilidade,
doenca inflamatoria pélvica e cancer do colo do utero (Poole e McClelland
2013).

Fig 10: T. vaginalis cultivato no meio TYM por 48 h (A-B) mostrando um tipico trofozoito em

fromato de ‘pera’. As letras indicam: ax: axostyle; af: flagelo anterior; rf:flagelo recorrente,

formando uma membrana ondulante. Modificado de Dias-Lopes, 2017.

As drogas utilizadas atualmente para tratamento de trichomoniase
pertencem a classe dos nitroimidazois: metronidazol (CsHoN3Os3), tinidazol
(CsH13N304S) e benznidazol (Ci2Hi12N4O3). Estes medicamentos tem sido
prescritos a mais de quatro decadas (Durel et al., 1960) para tratar infec¢cdes
bacterianas ou parasitoses em humanos e animais o0 que levou ao
desenvolvimento de mecanismos de resiténcia a estes farmacos (Koning, 2017;
McDougald et al., 2019).

Em 2012, a prevaléncia de resisténcia nos Estados Unidos ainda era
baixa, mas Kirkcaldyet al. (2012) ja alertavam para o perigo da dependéncia de
uma Unica classe de medicamentos antimicrobianos utilizados no tratamento.
Segundo Kirkcaldyet, as for¢cas de mercado séo insuficientes para estimular o

desenvolvimento de novos medicamentos anti-tricomonais e esforgos para
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promover e apoiar o desenvolvimento e a avaliacdo de novos medicamentos
antimicrobianos se faz necessario (Kirkcaldyet al., 2012). Na maioria dos
paises, 0s 5-nitroimidazdis metronidazol e tinidazol sdo as Unicas opc¢des de
tratamento aprovadas para infecgbes por T. vaginalis e E. histolyitca (Leitsch
D., 2017).

A resisténcia aos medicamentos € o grande desafio ao tratamento da
infeccbes parasitarias, principalmente pela escassez de novos medicamentos

com atividade.

5.9 Cromatografia liguida com deteccdo espectrométrica

Foi utilizado neste estudo um sistema de analitico baseado em
cromatografia liquida com deteccdo espectrométrica. Na literatura existe um
vasto material sobre o assunto (Cabrera et al, 2007, Chiaradia et al., 2008,
Vijlder et al., 2018, Rathod et al., 2019). Aqui sera apresentado uma breve
explicacdo voltada para a analise realizada neste trabalho.

De fato, sistemas operacionais sdo montados de varias formas, com ou
sem cromatégrafos (injecdo direta), com tipos de ionizadores diferentes e
variados tipos de analisadores. O sistema aqui utilizado foi composto das
seguintes partes:

o Cromatografo de ultra alta eficiéncia
o lonizador por eletronebulizacéo

o Analisador de quadrupolo

. Detector

Considerando que os terpenoides sdao um grande foco de pesquisas em
fungos, esta tese ira concentrar esforcos na identificacdo desta classe de
compostos atraves UHPLC-QTof-MS (Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia acoplada a espectrometro de massa com analisador de tempo de
v00) buscando moléculas com C, H e O. A vantagem desta técnica é combinar
a eficiéncia da separacdo cromatogréfica com a obtencdo de informacgfes
estruturais, como massa molar, grau de instauracdo e férmula molecular

obtidos do espectrometro de massas. (Chiaradia et al., 2008).
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O chamado cromatograma de massas que € assim denominado por se
tratar de um cromatograma constituido de todos os ions produzidos pelo
espectrometro de massas ou apenas pelos ions de interesse produzidos por
este. O primeiro passo € a escolha dos eluentes e da metodologia. Apds, 0s
extratos sao infundidos na forma liquida no cromatografo e ao sair dele,
passam por uma interface até atingir o espectrédmetro. A espectrometria de
massas tem como principios fundamentais:

- a geracado de ions de compostos organicos ou inorganicos em fase gasosa

- a posterior separagdo destes ions de acordo com suas razfes massa-carga
(m/z)

- a deteccao de tais ions, segundo suas respectivas m/z e abundancia.

No espectrdbmetro, o volume de solvente é diminuido a presséo
ambiente, sem elevar a temperatura e sob alta voltagem. No ionizador por
nebulizacdo (ESI ou electrospray ionization) podem ser escolhidos, ou 0 modo
positivo, ou o negativo, dependendo do sinal da tensdo aplicada. Explosdes
couldmbicas sdo geradas no solvente que carreia o analito (formacdo do
spray). Seguidas explosfes couldmbicas irdo reduzir as gotas até que sejam
produzidos os ions. A analise de terpenoides é reportada na literatura nos
modos de ionizacdo positivos e negativos, mas no modo de ionizacdo negativo
h& maior sensibilidade na detec¢édo destes compostos.

Os ions formados por eletronebulizacdo sofrem ionizacdo suave, sao
formados ions pseudo-moleculares intactos, como [M+H]+ no modo positivo, ou
[M-H]- no modo negativo, porque a energia empregada nestas fontes de
ionizacdo nado € suficiente para gerar uma fragmentacdo significativa das
moléculas. Podem, também, formarem-se adutos, ou seja, a massa detectada
pode ser um rearranjo entre os ions do analito e ions do solvente. Adutos
comuns sao formados com Na*, K*, NHs* (no modo positivo) e HCOO" e
CH3COO" (no modo negativo) (Vijlder et al., 2018).

Os ions, séo, finalmente, transferidos para o analisador de quadrupolo
por tempo de voo (QTof, do inglés, Quadrupole Time-of-Flight), para medir a
razdo massal/carga (m/z) dos ions numa exatiddo de 0,0001 unidades de
massa atbmica (u.m.a.). Analisadores de tempo de vbdo (“Time-of-Flight
Analiser”) baseiam-se no principio de que, como os ions sdo gerados na

mesma fonte de ionizacdo do espectrometro de massas, eles possuem a
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mesma energia cinética. Desta forma, a velocidade dos ions é apenas
diferenciada por suas massas (pois a velocidade é inversamente proporcional a
raiz quadrada da massa). Resumidamente, ap0s a injecao do analito ocorre:
1.rapida separacdo cromatogréfica

2.producao de ions em fase gasosa

3.aceleracédo dos ions a velocidades especificas em um campo elétrico

4.separacado dos ions por um analisador de massas

5.deteccédo de cada ion em um m/z especifico

1 OBJETIVOS

1.2 Objetivo geral

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e aplicabilidade de espécies
de Ganodermataceae (Basidiomycota) coletadas em &reas de Mata
Atlantica e Pampa, utlizando andlises morfolégicas e ensaios

farmacoldgicos.

1.3  Objetivos especificos

v' Conhecer as espécies da familia Ganodermataceae presentes em areas
Sudeste/Sul do Brasil, compreendida nos biomas Mata Atlantica e Pampa;

v'Utilizar caracteres morfolégicos para a identificacdo das espécies
encontradas na area de estudo;

v' Avaliar qualitativamente e quantitativamente a atividade biol6gica de
extratos etanolicos das amostras coletadas de Ganodermataceae.

v'  Empregar ensaios de citotoxicidade para identificar possiveis agentes
citotoxicos e/ou demonstrar a seguranca dos extratos etanolicos de origem
fungica.

v' Verificar o potencial anti-trichomonas e anti-biofiime dos insumos

produzidos.
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v' Confirmar a identificacdo taxonémica dos espécimes coletados através de
analise molecular.

v' Permitir a caracterizacdo de alguns constituintes quimicos responsaveis
pela atividade farmacoldgica dos bioativos produzidos por Foraminispora

rugosa atraves de analise por espectrometria de massas.

2 HIPOTESES

- As espécies pertencentes a familia Ganodermataceae do Sudeste/Sul do
Brasil apresentam potencial farmacologico para serem utilizadas como
antineoplasicas, anti-trichomonas e antibiofilme.

- As espécies produzem terpenoides entre 0s metabdlitos secundarios
biossintetizados.

3 JUSTIFICATIVA

A importancia dos produtos naturais para a sobrevivéncia dos fungos
selvagens € uma evidéncia da miriade de metabdlitos secundarios
biossintetizados que favorecem a ciclagem de matéria organica, a
competitividade e muitas vezes, o parasitismo de plantas e animais (e outros
fungos). Uma vantagem deste aspecto € que 0s constituintes quimicos
produzidos podem ser utilizados também para a descoberta de novos farmacos
ou na semi-sintese de farmacos mais potentes. Considerando a necessidade
da ampliacdo do conhecimento sobre a funga brasileira, especialmente para
espécies de Ganodermataceae, a possibilidade de descobrimento de novos
taxons com potencial para desenvolvimento de arsenal contra neoplasias e
micrébios e motivado pelo (a):

- grande diversidade dos fungos poroides, em especial de
Ganodermataceae, ja evidenciada em levantamentos anteriores realizados na
Regido Sudeste/Sul do Brasil;

- escassez de estudos taxonémicos na area, sendo que, em sua maior

parte, os que foram realizados tiveram enfoque apenas morfoldgico;
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- a caréncia de informagfes sobre os metabdlitos secundéarios produzidos
por espécies que ocorrem em regides tropicais e subtropicais;

- poucos trabalhos sobre o potencial farmacoldgico e aplicabilidade das
espécies ocorrentes na regiao.

Propomos o0 estudo das espécies da familia Ganodermataceae
encontradas em areas de Mata Atlantica e Pampa, através de uma abordagem

morfologica, molecular e farmacoldgica.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Coletas
Foram realizadas coletas, no periodo de 2016 a 2018 de espécimes cuja

morfologia se assemelhasse com macrofungos da familia Ganodermataceae,
nos dominios da Mata Atlantica e Pampa. (Dados das coletas podem ser vistos
na tabela 2 no Artigo 2).

A regido de coletas compreendeu os estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo, em
reservas protegidas e zonas antropizadas. Os basidiomas foram examinados
comparando-se a morfologia macro e microscopica com dados da literatura
(Torres-Torres et al., 2012, 2013 e 2015; Campos-Santana e Loguercio-Leite,
2013; Costa-Rezende, D. H, et al., 2016 e 2017). A suposta identificagao foi

confirmada através de analise molecular.

6.2 Andalises morfoldgicas
Os basidiomas foram fotografados, coletados e levados para o

laboratorio de Micologia/UFRGS e em seguida desidratados em estufa (35° a
40°C). Macroscopicamente foram caracterizados a partir de observacdes e
medidas de caracteres importantes para este grupo de fungos, como pileo
(dimensdes, formato, superficie, cor, presenca ou auséncia de -cuticula,
margem e contexto), himenoforo (cor, nimero de poros por mm, tamanho dos
poros, tamanho dos dissepimentos), estipe (dimensdes, posi¢cdo, formato,
superficie, cor, presenca ou auséncia de cuticula, contexto). Para a analise
microscopica, foram realizados cortes nos basidiomas (contexto e pileipelis) a
mao livre, sob microscépio estereoscopico. Os cortes foram montados em

laminas e laminulas seguindo Teixeira (1995). Foram utilizados KOH 2-3%
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(hidratante e reagente para observagao de reacdo xantocroica das hifas e
basididsporos), floxina 1% (corante para observar as caracteristicas das hifas
generativas, himénio e basidiésporos) e reagente de Melzer para observar a
reacdo de dextrinoidia nas hifas e basidiésporos. A observacdo e mensuracao
(n=40) das estruturas foram realizadas em microscopio Optico com ocular
micrométrica e os valores foram tabulados em planilha do Microsoft Excel para
calcular média e desvio padréo na variacao dos valores (A s = 5%), bem como
a razao entre o comprimento e a largura dos basididsporos (R). Os aspectos
nomenclaturais, como sinonimias, autoria, datas e protélogos dos nomes
relacionados com o complexo foram consultados nas bases de dados Index
Fungorum (http://www.indexfungorum.org/) e Mycobank
(http://www.mycobank.org/).

Apos a identificacdo, os materiais foram depositados no herbario do Instituto de
Biociéncias (ICN/UFRGS).

6.3 Andalise molecular filogenética

Para as andlises moleculares, fragmentos dos basidiomas ainda frescos
foram envoltos em papel manteiga e acondicionados em sacos hermeticamente
fechados (tipo ziplock) com silica-gel, a fim de preservar o DNA para estudos
moleculares. Para a extracdo do DNA dos materiais, foi seguido o protocolo de
Doyle; Doyle (1987) modificado por Goes Neto et al. (2005). Para amplificacdo
das regides nrLSU e nrITS foram utilizados os pares de primers LROR-LR7 ou
LROR-LR5 (Vilgalys e Hester, 1990) e ITS8F-ITS6R (Dentinger et al., 2010). Os
produtos de extracdo foram amplificados por PCR a partir dos parametros
especificados no Capitulo 2. A amplificacdo foi verificada para todos os
produtos de PCR através da presenca de bandas em gel de agarose 0,8%
através da técnica de eletroforese, utilizando-se 2 uL de tampéao Blue Juice™
10x, 1 yL de SYBR green gel stain 500x e 2 pyL do produto de PCR. Em
seguida, os produtos de PCR (ITS diluido 1/100 e 28S diluido 1/10) foram
purificados com PEG (polietilenoglicol), para eliminacdo dos reagentes e de

possiveis impurezas.


http://www.indexfungorum.org/
http://www.mycobank.org/
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As sequéncias de DNA amplificadas e purificadas foram enviadas para
reacao de sequenciamento na Plataforma de Tecnologias (PDTIS) da Fiocruz

de Belo Horizonte ou para a Macrogen Inc., em Seoul, Coreia do Sul.

Os cromatogramas gerados foram vistoriados e editados manualmente no
software Geneious versdo 9.0.5 (Kearse et al. 2012). A presenca de
ambiguidades indicando posicdes heterozigotas, foram anotadas de acordo

com o cadigo do International Union of Pure and Applied chemistry (IUPAC).
6.3.1 Alinhamento

As sequéncias geradas foram agrupadas de acordo com o marcador
utilizado e alinhadas no MAFFT v.7 (Katoh et al. 2019, Kuraku et al., 2013), o
alinhamento foi posteriormente editado manualmente através do software
MEGA v.7 (Kumar et al. 2016).

O modelo de evolucdo molecular mais adequado aos dados foi obtido
através do programa jModelTest2 v.2. 1.6 usando o AIC (Akaike Information
Criterion) (Gascuel, Guindon, 2003; Darriba et al., 2012).

Para as andlises filogenéticas foi montado uma matriz individual para
cada marcador, com as sequéncias obtidas das amostras coletadas e aquelas
disponibilizadas no banco de dados do GenBank (ncbi.nim.nih.gov/genbank/,
Benson et al., 2005). Para a construcdo e analise das arvores filogenéticas a
partir das sequéncias alinhadas, foram utilizados os métodos de Méaxima
Verossimilhanca (ML) com 1.000 pseudoreplicacdes (bootstrap), utilizando o
programa RAXML verséo 8.2.10 (Stamatakis 2014).

Para a analise de Inferéncia Bayesiana (IB) foi utilizado o programa Mr.
Bayes v. 3.2.6 (Ronquist et al. 2012).

Os modelos evolutivos que mais se ajustaram aos dados de cada
particdo foram implementados como modelos especificos de particdo dentro de

analises de modelos mistos particionados, como pode ser visto no Artigo 1.

Os programas foram utlizados pela plataforma CIPRES
(https://www.phylo.org/ Miller et al. 2010). A analise de ML envolveu 100
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buscas, cada uma a partir de uma arvore de parcimbnia de adicdo passo a
passo aleatéria, sob o modelo GTRGAMMA e todos 0s outros parametros

estimados pelo software.

Os valores dos suportes de bootstrap foram plotados na topologia com o
melhor escore de verossimilhanca. As analises bayesianas foram calculadas
com 50.000.000 geracdes, amostrando valores a cada 1000 geracdes, em 4

cadeias e 2 corridas independentes.

A configuracdo grafica da arvore, quanto a rotacdo e disposi¢cdo dos
taxons na topologia, foi primeiro realizada no programa FigTree® v1.4.0. As
arvores posteriormente foram salvas em formato PDF, e editadas graficamente
no CorelDraw®. Ao final do trabalho todas as sequéncias obtidas foram

depositadas no banco de dados moleculares GenBank.

6.4 Preparacao dos extratos

Dentre todas as espécies coletadas (Tabela 2), alguns dos basidiomas
foram escolhidos para a preparacdo dos extratos etandlicos. Os critérios
utilizados para a producdo dos extratos foram, primeiramente, a quantidade em
gramas dos basidiomas e em segundo lugar, os basidiomas deveriam

apresentar-se maduros, inteiros e sem insetos ou outros parasitas.

Quadro 1: Rendiemento dos extratos

Amostra Matéria-prima () Extrato seco (Q) Rendimento (%)
VOG04 429,8 18,16 4,2

VOG14 113,7 6,53 57

VOG15 117,5 7,27 6,2

VOG49 334 19,76 5,9

VOG68 58,49 0,77 1,32

VOGT70 51,37 0,87 1,69

VOG71 14,67 0,20 1,36

ACM1370 38,06 2,43 6,38

ACM1374 364,34 16,55 4,54

VOG131 2,91 0,0343 2,35
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VOG136 54,64 1,61 2,47
VOG148 32,50 0,89 2,74
VOG150 110,60 4,93 4,45
VOG127 57,62 1,74 3,01
VOG149 6,74 0,58 8,65
GAS1118 7,82 0,31 4.00
VOG137 2,52 0,04 1,58
VOG210 14,76 1,03 6,99
VOG212 414,10 - -

SCF2962 44,61 1,72 3,85

Os basidiomas foram triturados em liquidificador e submetidos a
extracdo com etanol 95% (1:10 proporcdo fungo:solvente) a temperatura
ambiente, por 72 h com troca de solvente a cada 24h. Ap6s a maceracao, 0s
extratos foram filtrados a vacuo e desalcoolizados a pressédo reduzida em
rotaevaporador. Os extratos secos foram quantificados e uma aliquota de cada
amostra foi enviada para a avaliacdo dos efeitos bioldgicos frente a linhagens

de células tumorais, bactérias e protozoarios, como mostra o fluxograma 1.

Coleta de macrofungos selvagens de
Ganodermataceae
Regido de estudo: sulisudeste I:>

do Brasil

Identificacio das amostras
- Taxonomia classica (literatura)

- Andlise filogenética (ITS+LSU)

@ I Citotoxicidade
Preparagéoc dos extratos
Maceragso |:> Determingac da atividade biolégica I Tricomonicida

Etanol 95%

@ I Anti-Biofilme

Analise quimica por espectrometria de massas

RE(SAHM

Fluxograma 1: Apresenta a ordem dos experimentos

6.5 Ensaios bioldgicos

6.5.1 Ensaio de citotoxicidade com MTT
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As linhagens celulares gliais C6, carcinoma de pancreas (MIAPaCa-2),
melanoma (MV-3), neuroblastoma SH-Sy5y e fibroblastos (L929) foram obtidas
da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Ja as linhagens
celulares Vero (renal sadia) e Hep-G2 (hepatocarcinoma) foram adquiridas do
Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem C6 cultivadas em
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) low suplementada com 5% de soro
fetal bovino (SFB). As linhagens Vero e Hep-G2 foram cultivadas com DMEM
high e suplementadas com 10% de SFB. Todos os meios de cultivo foram
suplementados com 0,1% de anfotericina B (250 pg/ml) e 1% de penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (10 mg/ml). As células foram mantidas em incubadora de
CO2 (Panasonic Healthcare Co., EUA) com umidade relativa de 95% e 5% de
CoO2.

Células em crescimento exponencial foram retiradas das garrafas de cultura
usando 0,05% de tripsina/acido etilenodiaminatetracético (EDTA) e semeadas
em placas de cultura na densidade celular padronizada neste trabalho. Apos
24h de incubagdo o meio foi retirado e as células foram submetidas as

condi¢cbes experimentais de tratamento.

6.5.1.2 Preparacao dos extratos e determinacao da viabilidade celular

Todos os extratos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e meio
de cultura produzindo uma concentracdo final de DMSO de 0,5%. As células da
(3x10* células/poco) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por
24 h. ApoOs esse periodo, as células foram submetidas ao contato com o0s
extratos nas concentracdes entre 50-500 pg/mL, por um periodo de 24 h. A
viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de brometo de metiltiazolildifenil-
tetrazélio (MTT). Foi utilizado o controle contendo apenas o meio de cultura e o
controle do veiculo (DMSO a 0,5% em meio de cultura). Para determinacao da
concentracéo citotoxica para 50 % das células (ICso) de cada composto testado
foi utilizada analise de regresséo nao linear com auxilio do software GraphPad
Prism 7.0.
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6.5.1.3 Ensaio de citotoxicidade com sais tetrazélio (MTT)

A viabilidade das celulas foi avaliada em placas de 96 pocos, apds um
periodo de 24 h de incubacéo, sendo o meio de cultura retirado e, em seguida,
adicionado 100 pl de 0,5 mg/ml de MTT a cada pogo. As placas foram
incubadas por 1 h a 37°C, o MTT foi removido e o produto formado foi lido em
570 e 630 nm em espectrofotbmetro de microplacas (Spectramax 190-
Molecular Devices, com software ROMTRAmax M2e versdo 2.1.35). Pelo
menos trés experimentos independentes foram realizados em triplicata para
cada ensaio (n = 3). Os resultados foram expressos como a porcentagem de

células viaveis em comparacdo com o controle do veiculo (0,5% DMSO).

6.5.1.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),
e a significancia estatistica foi determinada pela Anélise de Variancia (ANOVA,
p <0,05), seguida do poés-teste de Dunnett para compara¢cdes mdltiplas. O

programa utilizado para essas analises foi o GraphPad Prism 7.0.

6.5.2 Ensaio de atividade antibiofilme

6.5.2.1 Separando pequenas moléculas de uma mistura complexa

Para realizar a separacdo de pequenas moléculas dos extratos brutos, 3
mL de extrato etandlico diluido em agua milig autoclavada foi filtrado,
primeiramente em um ultrafiltro de centrifuga Ultracel 10 KDa Amicon (Merck
Millipore, Tullagreen, Ireland) e centrifugado a 3500 RCF (forca de rotacdo da
centrifuga) e 4 °C durante 5 min. As moléculas que permaneceram retidas no
filtro, chamadas aqui de R10, foram separadas. As moléculas menores, foram
novamente filtradas, desta vez com um ultrafiltro de 3 KDa, aplicando 500 uL a
14000 g. Assim, nesta filtracdo, as moléculas que ficaram retidas, foram
chamadas R3 e as menores, as que sairam no filtrado, F3. Foram testadas
como inibidores de biofilme as fragbes com moléculas de tamanho =10KD

(R10), as moléculas de tamanho 3<x<10 KD (R3) e a subfracdo cujas
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moléculas apresentaram tamanho inferior a 3KD (F3). Conforme mostra a Fig.
11.

EXTRATO BRUTO
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Fig.11: Processo de separacgdo por tamanho de moléculas. R10:Retido em ultrafiltro de 10KDa,
F10: filtrado em ultrafitro de 10KDa; RO3: Retido em ultrafiltro de 3KDa, FO03: filtrado em
ultrafiltro de 3KDa.

6.5.2.2 Ensaios de inibic&o de biofilme

A cepa-teste de S. aureus ATCC 6538 foi cultivada em meio TSB por
24h a 37°C. Ap6s, um inéculo de S. aureus equivalente a 1x108 UFC (ODezo:
0,150) foi preparado em salina e 80ul foram adicionados em microplaca de
poliestireno de 96 pocos de fundo chato (Kasvi®). Oitenta microlitros das
fracGes obtidas dissolvidas em agua estéril foram adicionados na microplaca,
assim como 40 uL de caldo triptona de soja (TSB) (Kasvi®). A microplaca foi
incubada em estufa por 24 horas a 37°C. Para controle do crescimento
bacteriano foi utilizado vancomicina (8 ug/mL) (Sigma-Aldrich®) e para controle

de formacédo de biofilme apenas inéculo bacteriano sem adicao do tratamento.
O ensaio foi conduzido em duas replicatas independentes e os tratamentos
foram testados em quadruplicata. O crescimento bacteriano foi mensurado
através da diferenca da leitura da densidade éptica a 620 nm nos tempos final
(24 horas) e inicial (0). Para avaliagdo da formacao de biofilme, foi utilizada a
metodologia do cristal violeta. Ap0s 24h de incubag&do, a suspenséo foi
descartada e a placa foi lavada com salina e fixada a 60°C durante 1h. Na
sequéncia, foram adicionados 200 pL de cristal violeta 0,4%. Foi aguardado 15
min até a coloracédo das células nas paredes da placa. ApOs este periodo, a
placa foi lavada com agua destilada e foram adicionados 200 pL de etanol
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absoluto (30 min) e, nova leitura, agora em 570 nm, foi realizada. Com a leitura
dos dados foi verificado a porcentagem de biofilme inibido, sendo que in6culo
sem adicao do tratamento foi considerado como 100% de formacéao de biofilme.
Foram considerados positivos para inibicdo de biofiime os compostos que
apresentaram pouca ou nenhuma interferéncia no crescimento bacteriano,

tendo sido capazes de reduzir a aderéncia e formacao de biofilme.

6.5.3 Ensaio de atividade anti Trichomonas

O isolado de T. vaginalis (ATCC 30236) foi cultivado in vitro em meio
TYM (Triptona — Extrato de Levedura — Maltose) em pH 6,0, supplementado
com soro inativado pelo calor a 10% (v/v) e incubado a 37 °C (Diamond, 1957).
Os organismos na fase de crescimento exponencial e exibindo mais do que 95
% de viabilidade (com morfologia normal) foram coletados, centrifugados e
transferidos para um novo meio TYM para testar frente aos extratos fangicos
em microplaca de 96 pocos.

Primeiramente os extratos fungicos (e algumas subfracfes) foram
diluidos em dimetil sulfoxido (DMSO) a no maximo 2%. Foi realizado um
screening de acdo anti-trichomonas com a concentragéo final de cada poco
calculada em 1.0 mg/mL (0.6% of DMSO na concetracdo final do poc¢o). Na
determinacao da atividade, 100 uL da suspenséao do parasita foi adicionado em
cada poco, tendo ao final 2.0x10° trophozoitos/mL. Dois controles foram
utilizados: somente com parasitas e o controle do veiculo, com parasitas e
DMSO a 0.6%. As microplacas foram incubadas por 24 h & 37 °C e 5.0% CO..
O numero de trofozoitos viaveis foi avaliado por contagem em hemocitémetro
com o corante azul de tripan (0.2%). Os resultados foram expressos em
namero células vivas, comparando com poc¢o ndo tratado e considerando a

mobilidade e a morfologia normal dos trofozoitos.

6.6 Analise por Cromatografia Liquida acoplada a espectrobmetro de
massas hifenizadas
A andlise parte das subfracdes obtidas do extrato etandlico. As amostras

foram injetadas no sistema UHPLC-QTOF-MS. O sistema consiste em uma
coluna Shim-pack XR-ODS IIl (2.0 x 50 mm, 1.6 ym) da marca Shimadzu,
termostatizada a 35 °C acoplada ao analisador de quadrupolo por tempo de
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vbo (Impact I, Bruker Daltonics). Além disto o sistema apresentou ionizacao
por fonte eletrospray e foi operado no em modo negativo. Foi adotado o modo
de eluicdo em gradiente, sendo a fase movel constituida por: eluente A:
acetonitrila (a 0.1% de &cido férmico) e B: fase aquosa (a 0.1% de &cido
férmico). O gradiente de eluicdo iniciou em 10% de A e foi mantido por 2 min,
qguando foi aumentado para 95% pelos proximos 10 min, e mantido por 3 min.
Entdo, o solvente A a 95% foi diminuido a 10% em 2 min, quando foi mantido
por 5 min. A vazao foi 0.35 mL min~' e o volume injetado, 10 yL. Os parametros
de operacéo de ESI foram: voltagem do capilar 2500 V; e na plate offset, 500
V; pressdo do nebulizador foi 3 bar (N2); gas de secagem 9 L min~' (N2); a
temperatura de secagem foi 190 °C. O sistema UHPLC-QTOF-MS operou no
modo de aquisicdo por dissociacdo induzida por colisdio em banda larga
(bbCID) e a recuperacéo do espectro foi acima de m/z 55-1000 com taxa de
scan de 2 Hz. Este modo forneceu espectro de massas (MS) e espectro de
massas hifenizado (MS/MS) ao mesmo tempo, trabalhando em duas diferentes
energias de colisdo: baixa energia de colisédo para adquirir o0 MS e alta energia
de colisdo (20 eV). Nenhum isolamento de ions foi feito no quadrupolo. ions de
massa pré-selecionada foram fragmentados na célula de colisédo. Foi realizada
uma calibracdo externa no sistema UHPLC-QTOF-MS antes de cada injecdo
com solucdo de formiato de sddio. Os dados foram tratados no Software Data
Analysis 4.2 (Bruker Daltonics). A acuracia da medida das massas teve como
precisao erro < 5 ppm.

Além disto, foi realizado um levantamento de dados envolvendo nomes de
compostos, formula molecular, estrutura quimica e ions relacionados buscados
na literatura, bem como, foram consultados bancos de dados online, a citar:

e PubChem Compound (https://www.sciencedirect.com/),

¢ RIKEN MSnspectral database for phytochemicals-ReSpect

(http://spectra.psc.riken.jp/),
¢ Human Metabolome Database (www.hmdb.ca),

e Mass Bank of North America (https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/).



Tabela 2: Pontos de coleta das amostras identificadas por analise molecular

Amostra

VOG04

VOG14

VOG15

VOG49

VOG59

VOG61

VOG68

VOG70

VOGT71

ACM1370

Data coleta

11/05/2016

17/09/2016

17/09/2016

16/11/2016

14/12/2016

14/12/2016

14/12/2016

14/12/2016

14/12/2016

Jan2017

Localidade

Instituo de Pesquisas Hidraulicas (UFRGS), Porto

Alegre

Distrito de Val Feltrina, Silveira Martins

Distrito de Val Feltrina, Silveira Martins

Santa Tereza

REBIO Augusto Ruschi, Santa Tereza

REBIO Augusto Ruschi, Santa Tereza

REBIO Augusto Ruschi, Santa Tereza

REBIO Augusto Ruschi, Santa Tereza

REBIO Augusto Ruschi, Santa Tereza

Parque Nacional de Foz do Iguagu, Foz do Iguagl

UF

RS

RS

RS

RS

ES

ES

ES

ES

ES

PR

Coordenadas

30° 4' 35.048" S 51° 6'
53.173" W

29° 37' 41.584" S 53° 36'
1.500" W

29°37°50.94" S 53° 36’
30.11" W

29° 9' 28" S 51° 41" 50"
w

19° 54' 49" S 40° 33' 9"
w

19° 54' 49" S 40° 33' 9"
w

19° 54' 49" S 40° 33' 9"
w

19° 53' 57" S 40° 32' 52"
w

19° 54' 49" S 40° 33' 9"
w

25°9’26” S 53°50° 13”
w

Estacao

Observacéo

Ganoderma  lacado  (subg.
Elfvingia), em Pinus sp.
Ganoderma (subg. Elfvigia)
complex#

Ganoderma (subg. Elfvigia)#
complex#

Ganoderma (subg. Elfvigia)#

complex#

A. schombourgkii

A. schombourgkii

A. schombourgkii#

A. schombourgkii#

A. schombourgkii

Amauroderma schomburgkii#

56



ACM1374

VOG127

GAS1084

VOG129

VOG131

VOG134

VOG135

VOG140

VOG141

VOG148

VOG136

VOG137

Jan2017

25/02/2017

25/02/2017

25/02/2017

25/02/2017

25/02/2017

25/02/2017

27/02/2017

27/02/2017

25/02/2017

26/02/2017

26/02/2017

Parque Nacional de Foz do IguacU, Foz do Iguacl

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Trilha da Aventura, Parque Estadual Lago Azul,

Campo Mourdo

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Parque Nacional de Foz do Iguagl, Foz do Iguagu

Parque Nacional de Foz do Iguagt, Foz do Iguagu

Parque Estadual Lago Azul, Campo Mouréo

Parque Nacional de Foz do Iguagt, Céu Azul

Parque Nacional de Foz do Iguacul, Céu Azul

PR

PR

PR

PR

PR

PR

PR

PR

25°9°26” S 53° 50’ 13”

W

24° 06’
02" W
24° 06’
02> W

24° 06’
02> W

24° 06’
02> W
24° 06’
02> W

24° 06
02” W

25° 36’
56” W

25° 36’
56” W

24° 06’
02” W

0379

0379

0379

03”

03”

03”

41~

41~

0379

S 52°

S

52°

52°

52°

52°

52°

54°

540

52°

Ik

Ik

1L

19

19°

19°

25°

25°

19

25°9’26” S 53°50° 13”

w

25°9° 177 S 53° 50’ 31~

Ganoderma
complex#

(subg.

Elfvigia)

Foraminispora rugosa#

Foraminispora rugosa#

A. schombourgkii

Ganoderma  lacado  (subg.

Ganoderma), ndo identificado #

A. schombourgkii

. Ganoderma multiplicatum

A. schombourgkii

A. schombourgkii

A. schombourgkii#

Cristataspora coffeata*#

lacado

Ganoderma (subg.
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W Ganoderma) em arvore em pé.
N&o identificado.

VOG143 27/02/2017 Parque Nacional de Foz do Iguact, Foz do Iguagul PR 25° 36> 44” S 54° 25 \% A. schombourgkii
51”W
VOG147 27/02/2017 Parque Nacional de Foz do Iguagl, Foz do Iguagu PR 25° 38”527 S 54° 27’ \% A. pseudoboletum
08” W
VOG149 margo 2017  Fazenda Mariana Pimentel, Eldorado do Sul RS  30° 12" 39.6" S 51° 35 @) Ganoderma  lacado  (subg.
45.6" W Ganoderma). Nao identificado.#
VOG170  30/07/2017  Parque Estadual do Espinilho, Barra de Quarai RS  30° 10 26” S 57° 31’ | Muito seco e quente, especime
11”W velhos, Ganoderma cf martinice

em Acacia caven.

GAS1118  21/04/2017  Parque Estadual Itapud, Viamao RS - Ganoderma stipitatum(?)#

VOG210 19/01/2018 Fazenda Mariana Pimentel, Eldorado do Sul RS  30°12 39.6" S 51° 35 \Y/ Ganoderma  lacado  (subg.
45.6" W Ganoderma), ndo identificado.#

VOG212 03/02/2018 Parque Farroupilha Porto Alegre RS  30° 02’ 06,1” S 51° 13’ \Y/ Ganoderma aff. martinicense#
10,5 W

SCF2962  03/02/2018 Parque Estadual Aparados da Serra, Cambara do Sul RS  29° 10’ 57,1” S 50° 05’ \Y/ A. schombourgkii#
55.6” W

GAS1302  08/02/2018 Parque Estadual Turistico do Alto Ribeiro, Iporanga SP 24° 33 04.4” S 48° 40’ \ A. schombourgkii
49.9” W

Legenda: P: primavera, V: verdo, O: outono, |: inverno, Ganoderma (subg. Elfvigia) complex: Ganoderma de pileo opaco em zona antropizada; #: sofreram
ensaios bioldgicos.*Ganoderma coffeatum: synon. Cristataspora coffeata (Berk.) Steyaert, Persoonia 7 (1): 102 (1972).



Tabela 3: Relacdes morfolégicas entre G. parvulum e G. martinicense com VOG150, VOG170 e VOG212.
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Caracteres VOG150-VOG212 G. parvulum? G. martinicense! VOG170
Fragilidade do pileo a . n . .
. fragil rigido fragil fragil
pressao
3.5x5.0 subestipitado a séssil 3.0x12.0 subestipitado

Dimens&es (estipe, cm)

marrom dourado,

palido, homogéneo, com

marrom, com banda

marrom, homogéneo,

sem bandas

Contexto homogéneo, com ) )
) banda resinosa resinosa )
bandas resinosas resinosas
N° Poros/mm S-7 56 > 4-6
8.92-11.38 x 5.37-
Q 1.31-1.75 1.18-1.38 1.56-1.80 1.25-1.84
Pileipelis anamiloide amiloide, crustohimenoderme Anamiloide, anamil6ide

himenoderme

Legenda: 1- Welti &, Courtecuisse, 2010; 2-Torres-Torres et al., 2012.
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7. Artigo 1: Artigo publicado na revista Botanical Studies (B2), apresentando a
identificacdo das amostras VOG127 e GAS 1084 e a anélise quimica e de citotoxicidade
de F. rugosa.
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ABSTRACT:

Background: Foraminispora rugosa is a species reported from Brazil, Venezuela,
French Guiana, Costa Rica and Cuba. It is a basidiomycete in the Ganodermataceae
family. In this study, both chemical composition and cytotoxicity of the ethanolic
extract of F. rugosa were investigated for the first time. Results: Phylogenetic analysis
confirmed the identification of the specimens, and the results of cytotoxicity assays
showed that at concentrations of 7.8 — 500.0 pg/mL the ethanolic extract displayed
weak cytotoxicity against the tested cell lines. Five oxylipins were identified by Ultra
Hight Performance Liquid Chromatography coupled with Quadrupole Time-of-Flight
and Mass Spectrometry (UHPLC-QTOF-MS). Conclusions: This study provides new
insights into the current knowledge of bioactive compounds produced by macrofungi,

and provides data for future biological assays with relative selectivity and safety.

Background:

Among medicinal fungi, those belonging to the Ganodermataceae family are the most
widely studied in the world, principally the genera Ganoderma and Amauroderma.
Ganoderma lingzhi (misidentified as ‘G. lucidum’) (Ahmad et al. 2021) has been used
in traditional Chinese Medicine for more than 2,000 years and it is an essential part of
Chinese traditional culture, boosting scientific research in the area of health and well-
being, and moving billions of dollars every year (Dai et al. 2017). In addition, the genus
Amauroderma contains approximately 30 species, most of them widespread in tropical
areas (Kirk 2008). Examples of bioactive compounds isolated from Amauroderma are:
amaurocine, a protein with anti-Trichomonas vaginalis activity (Duarte et al. 2016);
ergostherol or the pro-vitamin D2 (Li et al. 2015); compounds with anti-

acetylcholinesterase activity as amauroamoienin (Zhang et al. 2013); jacareubin, a
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xanthone with cytotoxic activity against tumor cell lines of human epidermoid
carcinoma and cervical carcinoma (Tang et al. 2015, Kaennakam et al. 2015).

Costa-Rezende et al. (2017) found that some neotropical Amauroderma species do not
fit within the phylogenetic delimitation of Amauroderma sensu stricto. The specimens
once called Amauroderma sprucei were relatively distant from the Amauroderma s. str.
clade. Through ultramicroscopic studies, the researchers proved that these specimens
form a new taxon, the genus Foraminispora. This genus was characterized by
presenting differentiated ultramicroscopic structures, namely hollow pillars that join the
endospore to the exospore. No reports are found in the literature for the chemical or
biological evaluation of Foraminispora rugosa (Berk.) Costa-Rezende, Drechsler-
Santos & Robledo, a Brazilian species. Therefore, due to the important role that fungi
within Ganodermataceae play in the pharmacological field, and also due to the lack of
chemical knowledge about Brazilian funga (Kuhar et al. 2018), the ethanolic extracts of
F. rugosa were evaluated for the first time, by Ultra-High-Performance Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (UHPLC-QTof-MS) and biological

assays.

Methods

Fungal sampling and morphological analysis

Two F. rugosa specimen samples, referred to as VOG127 (n° voucher: ICN 200398)
and GAS1084 (n° voucher: ICN 200399) from here forward, were collected in February
2017 in Campo Mourdo (Lago Azul State Park, 24° 6' 3" S 52° 19' 2" W), Parana,

Brazil. Both specimens were dried and deposited in the herbarium at the Institute of
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Biosciences, at the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Morphological analysis was conducted according to Costa-Rezende et al. 2017.

DNA isolation and amplification

Genomic DNA was extracted from dried specimens according to Goes-Neto et al. 2005.
The primer pairs ITS8-F/ITS6-R and LROR/LR7 were used to amplify the nuclear
ribosomal internal transcribed spacers (ITS; ITS1-5.8S-1TS2) and the nuclear ribosomal
large subunit (LSU, 28S) regions according to Dentinger et al. 2010 and Vilgalys &
Hester 1990, respectively. Polymerase chain reaction (PCR) was performed with a total
volume of 25 pL containing 1 unit Tag DNA polymerase, 0.25 pL of 10x Taq
polymerase reaction buffer (Applied Biological Material, Vancouver, Canada), 2.5 puL
of bovine serum albumin solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), 0.25 uM of
dNTP mix, 0.6 uL of each of the two 10 uM primers, and 1-2 pL of total DNA. PCR
amplification of ITS was performed with 5 cycles of initial denaturation (95 °C for 30
sec, 60 °C for 30 sec, 72 °C for 1min), followed by extension (30 s at 95 °C, followed
by 30 s at 55 °C, 1 min at 72 °C) repeated for 25 cycles with a final extension of 10 min
at 72 °C. PCR amplification of 28S followed methods by Vilgalys & Hester 1990.
Purification and DNA sequencing were performed by Macrogen (Geumcheon-gu,
Korea) and Fiocruz Belo Horizonte Plataforma PDTIS (Minas Gerais, Brazil). For ITS,

the primers were the same as for amplification, and for 28S, we used LROR and LR5.

Alignment and phylogenetic reconstructions
The sequences were blasted in GenBank with Blastn searches. Based on the blast
analysis and related literature, additional related sequences were assembled. ITS and

LSU sequence data sets were generated. Both data sets were separately aligned using
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MAFFT v.7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software) and manually adjusted using
MEGA 7 to allow maximum alignment and maximum sequence similarity (Katoh &
Standley, 2013; Kumar et al. 2016). The data sets were then combined, and in the
subsequent analyses were subdivided into four data partitions: 1TS1, 5.8S, ITS2 and
28S. Phylogenetic analyses were carried out with combined ITS+28S sequence data
sets. In total, 54 specimens were observed (two outgroup species). The 28S matrix was
built up to domain D3 (LR5 primer). Perenniporia medulla-panis was designated as an
outgroup based on previous studies (Costa-Rezende et al. 2017). All materials and
sequences used in this study are listed in Supplementary Material A.

All phylogenetic analyses were performed online using the CIPRES Science Gateway.
We analyzed the data sets separately using maximum likelihood and Bayesian inference
(BI). Maximum likelihood (ML) analysis was carried out in RAXML 8.2.9 (Stamatakis
2014). The partition file was provided to force RAXML software to search for a separate
evolution model for each dataset. To access the reliability of the nodes, rapid
bootstrapping replicates were computed under the same model, allowing the program to
halt bootstrapping automatically by extended majority rule (MRE)-based bootstopping
criterion (Pattengale et al. 2010). Bootstrap (BS) values above 80 were considered
significant (high support), and above 70 were considered moderately supported. Bl was
performed in MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012), and evolutionary models for Bl
were estimated using the Akaike information criterion (AIC) for each partition, as
implemented in jModelTest2 (Darriba et al. 2012). The best-fit models for each
partition were implemented as partition-specific models within partitioned mixed-model
analyses (TIM1ef+G for ITS1, JC for 5.8S, TPM3+G for ITS2 and GTR+1+G for 28S).
The Bayesian analyses were conducted with two independent runs, each with four

simultaneous chains for 5 x 10 generations, sampling trees at every 100th generation.
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The convergence diagnostic was calculated every 10* generation, and its critical value
was set to stop the analysis automatically when the standard deviation of the split
frequencies reached the value defined by the stopval command (stoprule = yes, stopval
= 0.01). In all analyses, the first 25% of trees from each run were discarded as burn-in.
Resulting trees from the two independent runs were then pooled to produce one, 50%
majority-rule consensus tree, and Bayesian posterior probabilities (BPPs) were
generated for the resulting tree. A BPP value above 0.99 was considered significant

(high support), and above 0.95 was considered moderately supported.

Preparation of F. rugosa ethanolic extract and fractions

Only the VOG127 specimen was used to prepare the ethanolic extract. First, 57.62 g of
the material was cut into small pieces and ground in a blender. The powder was
macerated with ethanol (95%) for 3 days (ratio 1:10) with solvent exchange every 24
hours. After filtration by sintered funnel (G3), the solvent was removed in a vacuum
with a rotavaporator (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland). The dried extracts
were stored in flasks and quantified. The ethanolic extract from VOG127 was subjected
to fractionation using column chromatography (Silica Gel 60), employing gradient
elution  (10% increments) with ciclohexane, ciclohexane/dichloromethane,

dichloromethane, dichloromethane/methanol and finally, with methanol.

UHPLC-QTOF-MS analysis

The analysis of the five samples was carried out using a UHPLC-QTOF-MS system.
The UHPLC (Shimadzu-Nexera x2) was equipped with a Shim-pack XR-ODS IlI
column (2.0 x 50 mm, 1.6 pm) from Shimadzu with the thermostat set at 35 °C and

coupled to the UHPLC-QTOF-MS mass analyzer (Impact 11, Bruker Daltonics). The
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UHPLC-QTOF-MS system was equipped with an electrospray ionization (ESI) source,
operating in negative ionization mode. Within the adopted elution gradient mode, the
mobile phase consisted of A: acetonitrile (0.1% formic acid) and B: aqueous phase
(0.1% formic acid). The elution gradient started at 10% of A for 2 min, then was
increased to 95% in the next 10 min, and kept for 3 min. Then 95% A linearly decreased
to 10% in 2 min, and was kept for 5 min. The flow rate was 0.35 mL min* and the
injection volume was 10 pL. The operation parameters of ESI were the following:
capillary voltage 2500 V; end plate offset, 500 V; nebulizer pressure, 3 bar (N2); drying
gas, 9 L min~t (N2); and drying temperature, 190 °C. The UHPLC-QTOF-MS system
operated in broadband collision-induced dissociation (bbCID) acquisition mode and
recorded spectra over the range m/z 55—1000 with a scan rate of 2 Hz. This mode
provides MS and MS/MS spectra at the same time, working at two different collision
energies; at low collision energy (10 eV), MS spectra were acquired. At high collision
energy (20 eV), no isolation took place at the quadrupole, and the ions from the
preselected mass range were fragmented at the collision cell. A UHPLC-QTOF-MS
external calibration was performed before each injection with a sodium formate
solution. Data treatment was processed with Data Analysis 4.2 Software (Bruker

Daltonics). Besides, the accurate mass measurement (error < 5 ppm).
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Before data processing, an in-house formula database was established including the
compound name, molecular formula, chemical structure, accurate mass, and related
product ions of the compounds in the VOG127 ethanolic extract by searching from
databases such as PubChem Compound (https://www.sciencedirect.com/), RIKEN
MSnspectral database for phytochemicals - ReSpect (http://spectra.psc.riken.jp/),
Human Metabolome Database (www.hmdb.ca) and Mass Bank of North America

(https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/).

In vitro cytotoxicity

The MV-3 (human melanoma), MIAPaCa-2 (human pancreatic carcinoma), SH-Syby
(human neuroblastoma), astroglial (C-6) cell, HEp-G2 (human hepatoblastoma), L929
(mammalian fibroblast) and Vero (African green monkey kidney epithelial cells) cell
lines were used for cytotoxicity screening. Cells were cultured in Dulbecco's modified
Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 1U/mL
penicillin and 100 pg/mL streptomycin, at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5% CO.. Cell viability was determined by the tetrazolium salt method using MTT
(Denizot and Lang, 1986). Briefly, cells were seeded in 96-well flat-bottom microplates
at a density of approximately 12x10° cells/well in 150 puL of DMEM. After cell
attachment, serial dilutions of extract (7.8 — 500.0 pg/mL) in culture medium were
prepared and cells were incubated for 24h and 48h. Doxorubicin was used as the
positive control. The control group cells were treated with higher concentrations of
DMSO (0.5%). After incubation, 100 pl of 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) (1 mg/ml in PBS:Medium (1:1)) was added per well, and
the plate was incubated for 2 h to allow the reaction of MTT by cellular mitochondrial

dehydrogenases. Excess MTT was aspirated and the formazan crystals formed were
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dissolved with 100 ul of dimethyl sulfoxide (DMSO). Absorbance of purple formazan,
proportional to the number of viable cells, was measured at 595 nm using a microplate
reader (Molecular Devises, Spectra Max 190, USA). Experiments were carried out at
least in triplicate.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad software (San Diego, CA, 176
USA). Data were expressed as the mean * standard deviation (SD). Statistical variations
were determined using a one- or two-way analysis of variance (ANOVA) when

appropriate. Values were considered significant when p<0.05.

Results

Morphological analysis

Foraminispora rugosa is found growing on the ground or on decayed angiosperm wood
in South and Central America (Decock and Herrera-Figueroa 2006). This species is
characterized by having a vivid orange hymenophore, with whitish context and the
pileipellis as a short trichoderm. This basidiomycete belongs to Ganodermatacae for
having double-walled basidiospores, with the inner layer ornamented (Fig.1). The
dimensions of the basidiospores of studied specimens were compatible with the
description in the literature. Both were confirmed micromorphologically as F. rugosa.
The sample VOG127 has subglobose basidiospores [(8.5-)8.6-10(-10.3) X (7-)7.8-9(-

9.7), n=40. Q = 1.22-1.06, Qm = 1.10, n=40] and (5-7(-5.60)) pores/mm.
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Phylogenetic analyses

ITS BLAST queries of samples indicate the highest matches with species of F. rugosa
with 99% similarity, and 28S BLAST showed 98% similarity. To confirm the results
found in the BLAST, the sequences from the Ganodermataceae family available in
Genbank were used. In this study, 28 species and 9 genera were used, namely:
Ganoderma, Foraminispora Amauroderma, Trachyderma, Sanguinoderma, Haddowia,
Magoderna, Furtadoa, and Tomophagus. The new ITS and LSU sequences were
generated in this study for VOG127 and GAS1084. Also, the concatenated analysis of
the ITS+28S dataset was carried out and included 56 samples. The final aligned matrix
of the ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) region was 551 bp long and the 28S region, 784 bp long.
The final aligned matrix of the combined dataset was 1335 bp long. The multiloci
dataset recovered nine main clades. Specimens VOG127 and GAS1084 were placed as
highly supported within the clade of F. rugosa. The new sequences have been deposited
in GenBank (MN985326 and MN985327 for ITS; MN985507 and MN985508 for 28S).
The F. rugosa clade was recovered in a single, well-supported lineage (100% BS ,1.0
BPP) (Fig. 1) with Ganoderma as its sister group (-, 0.95 BPP) together with C. coffeata
(- ,0.99 BPP). Amauroderma s.s. (78% BS, 1.0BPP), Trachyderma (100% BS ,1.0
BPP), Sanguinoderma (97% BS ,1.0 BPP), Haddowia (100% BS ,1.0 BPP),
Tomophagus (100% BS ,1.0 BPP), Magoderna (100% BS ,1.0 BPP) and Furtadoa (no

support value) were recovered at the genus level.

Figure 1: The sequences of ITS and 28S of the samples VOG127 and GAS1084
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Ganoderma australe Brazil FLOR52289
G. australe Brazil URM83325
G applanatum China DAI12483

G. le Brazil DHCR417HUEFS
T G. australe Brazil DHCR411HUEFS
G. parvulum Brazil URM83339
G. parvulum Brazil URM2948
Ganoderma sp. Indonesia GD026HUEFS

G. Philippines CBS219-36
G. lucidum China Wd565
G. orbiforme Brazil URM83332
G. orbiforme Brazil URM83334
G. China WEI5327

brekob Ghana UMN73

G. mbrekobenum Ghana UMN74
G. applanatum China WEI5787

70/1.0

Cristataspora coffeata Brazil ROBLEDO3183
C. coffeata Brazil ROBLEDOS1 82
b ii Brazil FLOR52177

o !
98/1.0 — A schomburgkll Brazli URM83228
| A ] Brazil URM82789
98/1.0 1A elsgantlss:mum Brazil URM82787

| A. omphalodes Brazil DHCR499/501:HUEFS
78/1.0 _I A. omphalodes Brazil DHCR500:HUEFS
- A. calcitum Brazil FLOR50931

A. aurantiacum Brazil FLOR52205
| C A. aurantiacum Brazil DHCR540: HUEFS
| Al dium Brazil FLOR52248
- 1 A. intermedium Brazil FLOR52246
Gr363

o)

T Tra tsunodae » Japan Wd2034
China DAI10746

98/1.0 S. bataanense China CUI6285
971.0 S. rugosum China DAI13716
S. rugosum China CUI8795
r S. perpl China CUI6496
- ’{e plexum China DAI10811
- | Haddowia longipes LPD 7072708
1 H. longipes LPDR1 7072709
cattie is Vietnam Ct119

To. colossus Brazﬂ URM83330

1M subresmosum MalayS|a DAI18630

Furtadoa blssptate Brazil FLOR50932
dulla-panis Canada CBS45748

I F ip

d L P. medulia-panis China MUCL43250

0.03

Fig 1 The figure above shows the ITS and 28S sequences of the samples VOG127 and
GAS1084 (both in bold) among sequences of F. rugosa in the orange rectangle. The
resulting topology is from maximum likelihood. The nodes with black dots indicate
strong or full support (BS =99 to 100 and PP = 0.99 to 1.0). Bottom left: the VOG127

specimen with its orange hymenophore. Scale bars: 2 cm. Bottom right: the general



71

view of subglobose and ornate basidiospores of F. rugosa (GAS1084) in optical

microscopy (1000 x, Melzer reagent). Scale bars: 10 pm.

Chemical analysis

UPLC-QTof-MS analysis

The solvent-free sample was weighed and yielded 1.73 g (3.01%). Then, thirty two
fractions were obtained to submit the ethanolic extract to a chromatography column
using solvents of increasing polarity (cyclohexane:dichloromethane:methanol). The
similar fractions were collected together (according to color, polarity and number of
spots) and concentrated using reduced pressure. After, five subfractions were submitted
to mass analysis in UHPLC-QTOF-MS. The analysis of subfractions showed peaks in
negative ionization mode. The identification of compounds was achieved by matching
pseudo-molecular ion mass, values and MS/MS fragmentation patterns with online or
published data of isolated compounds from the Ganodermatacae fungi family. Five
compounds were initially identified, but many others remain unknown. All identified
compounds are listed in Table 1.

The most well known constituents of this family belong to the terpenoids class
(Dasgupta & Acharya 2019). Thus, the starting point was to identify molecules with
C15, C20 and C30. However, the fragments of the first fractions were very evident from
molecules derived from fatty acids. Although these oxylipins are comprised of pairs of
isomers, their structures were identified by elucidating the positions of the key hydroxyl
and olefinic groups from MS/MS fragment analysis. The results demonstrate the

presence of oxylipins with 18 carbon atoms (compounds 1, 2, 3, 4 and 5).
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The compounds 4 and 5 are isomers with the elemental composition C1gH340s. In the
MS/MS spectra, the main fragment m/z 211.1338 [M-H] indicates the presence of
hydroxyl groups at positions 12 and 13 (4), and the fragment 171.1022 [M-H] of
compound 5 indicates the presence of hydroxyl groups at positions 9 and 10. The
compounds 4 and 5 were identified to be 9,12,13-trihydroxy-10-octadecenoic acid
(9,12,13-TODEA) and 9,10,13-trihydroxy-11-octadecenoic acid (9,10,13-TriHOME),
respectively (Ludovici et al. 2014, Zhao et al. 2019).

Abundant ions at m/z 293.2124 [M-H]~ was indicative of C1gH2903"; the peak at m/z
277.2167 indicated the loss of H2O and the peak 195.1393 [M-H] is a characteristic
fragment from scission between C12 and C13, identical to 13-OH-9Z,11E,15Z-
octadecatrienoic acid (13-HOtre, 2) (Dufour & Loonis, 2005, Ludovici et al. 2014,
Trapp et al. 2015). The metabolite 3 has a main ion fragment at m/z 293.2122 and the
most dominant ion at m/z 185.1185 [M-H], thus, 3 was identified as (10E,12Z)-9-
oxooctadeca-10,12-dienoic acid (9-KODE) (Levinson et al. 2013, Ludovici et al. 2014,
Zhao et al. 2019). The signals detected at m/z 295.2291 (1), 277.2168 [M-H-H.O] and
195.1386 were attributed to CigH3103 [M-H]7; according to the literature the
compounds can be coriolic acid (3-HODE) or vernolic acid (12(13)EpOME) (Ludovic

et al. 2014 and Zhao et al. 2019).
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Table 1: Characterization of compounds of ethanolic extract from F. rugosa by UPLC-QTof-MS?

N°/Subfrac Tentative identification Molecular m/z (measured Fragment ions (m/z) err (ppm)  rdb N°
tion formula experimental/theore
tical)
8.2 (1-8) (13-HODE) or 12(13)-EpOME CusH20s 295.2281/295.2279 295.2281; 277.2168; 195.1386 0.8 35 1
8.3 (1-8) 13-HOtre 293.2124/293.222 293.2124; 277.2167; 195.1393 0.6 45
C18H3003 2
8.4 (1-8) 9-KODE 293.2122/293.2122 293.2122; 249.2216; 185.1185 0.0 4.5 3
C18H3003
5.6 (9-10) (9, 12, 13-TODEA 329.2333; 293.2131; 211.1338;
329.2333/329.2333 0.2 2.5
C18H340s 4

171.1018; 139.1131

5.7 (9-10) _ 329.2325; 293.2108; 211.1337;
9,10,13 TriHOME CiHuO.  329.2325/329.2333 2.7 25 ¢
1S 171.1022; 139.1125

acompounds are listed by order of elution; err: deviation between measured mass and theoretical mass of the respective compound in [ppm]; rdb: number of rings and double

bonds in the formula. In bold: peak at 100% intensity.
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Cytotoxicity assay

In the cytotoxicity assay, higher 1Cso values correspond to lower cytotoxic activity. The
VOG127 specimen had 1Csg values from 119.5 pug/ml (lower dose) to 216.7 ug/ml. The
cytotoxicity of the ethanolic extracts of F. rugosa was investigated using an MTT assay
on two non-transformed cell lines and four mammalian cancer cell lines. Table 2
indicates that the VOG127 ethanolic extract had a weak toxicity for all cell lines tested
when compared to doxirubicin. The extract inhibited pancreatic cancer cells (MIAPaCa-
2), melanoma cells (MV-3) and L929 (non-transformed fibroblasts cells) growth at very
similar concentrations (154.9 ug/mL, 151.3 ug/mL and 153.6 pg/mL, respectively). In
regards to neuroblastoma (SH-Sy5y) and astroglial (C-6) cells, the inhibition caused by
the ethanolic extract of the VOG127 sample was poor, while for hepatoblastoma (HEp-
G2) cells and Vero cells (renal epithelial cells), the extract from VOG127 showed the

strongest inhibitive activity (138.5 pg/mL and 119.5 pg/mL respectively).

Table 2. Cytotoxicity of the ethanolic extract of the F. rugosa VOG 127 sample using

the MTT method.

ICs0"(ug/mL) values
Cell lines VOG 127 Doxorrubicin
MV3 151.3+19.3 3.83x15
MIAPaCa-2 1549+9.1 23.53+23
SH-Sy5y 216.7(n=1) 5.00 + 0.0
C6 213.6+11.8 1.31 + 0.4%
HepG2 138.5+3.2 1.5+0.6
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L929 153.6+7.6 7.83+0.8

Vero 119.5+2.2 82.4+8.7

*The activity was shown as the ICso value, which was the concentration of the tested ethanolic extract

(Mg/mL) that decreased the number of viable cells by 50%. Results are expressed as the mean and
standard error values of triplicate data points. Cell lines: MV3: human melanoma; MIAPaCa-2: human
pancreas carcinoma; SH-Sy5y: human neuroblastoma; C-6: astroglial C6 cells; HEp-G2: human
hepatoblastoma; L929: non-transformed mammalian fibroblast; Vero: mammalian kidney epithelial.

Literature data: “Namkaew, J. et al., 2018. #Zhao, Y. et al., 2016.

Discussion

Here, we corroborate the results of taxonomic analysis found by Costa-Rezende et al.
2017. These authors observed that the columns of the endospore were hollow via
Scanning Electron Microscopic analysis of the basidiospores of F. rugosa. Later, in
2020, other researchers found the same feature in other fungi in the Paleotropics (Sun et
al. 2020). Since the VOG127 and GAS1084 samples were not evaluated through
ultrastructural analysis, it was necessary to perform molecular analysis of the specimens
in order to confirm their identity. Our specimen of F. rugosa grouped together with the
specimens used by Costa-Rezende et al. 2017 & Sun et al. 2020. This categorically
proved the identification of the specimens in this study by both Maximum likelihood
and Bayesian data analysis.

It is known that over 90% of fungal diversity on Earth remains undiscovered (Tripp et
al. 2017). Consequently, very little is known about fungal metabolites (Kuhar 2018). On
the contrary, the genus Ganoderma alone has recorded more than 400 isolated

metabolites (Baby 2015), unlike the other genera of Ganodermataceae.
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In an attempt to identify the compounds of F. rugosa, an MS library of scientific
literature through 2019 was used as a comparison for the detected fragment ions. No
important ions were observed below m/z 180 or above m/z 600 on subfractions of F.
rugosa under the analytical conditions used in this study.

Oxygenated derivatives of polyunsaturated fatty acids, the oxylipins, were found.
Oxylipins are present in organisms from all kingdoms of nature and are a common
means of communication among plants, animals, and fungi to control development and
alter host-microbe interactions (Pohl et al. 2014).

Oxylipins can be produced by an enzymatic or non-enzymatic route. In fungi, the
enzymatic route of oxylipins acts primarily on oleic, linoleic and alpha-linolenic acids
(Beccaccioli et al. 2019). The 8-hydroxylinoleic acid (8-HODE) is known to stimulate
the sexual cycle of Aspergillus nidulans (Gessler et al. 2017) and the (5S,8R)-
dihydroxy-octadecadienoic acid (5.8-diHODE) acts in the differentiation process of A.
fumigatus and A. flavus. This oxylipin causes lateral branching in Aspergillus hyphae
and appressorium formation in Magnaporthe grisea (Niu et al. 2020). The
(9S,10E,127)-9-hydroperoxy-10,12-octadecadienoic acid (9S-HPODE) stimulates the
expression of mycotoxin genes in fungi, while the (9Z,11E,13S)-13-
hydroperoxyoctadeca-9,11-dienoic acid (13S-HPODE) does the opposite (Gessler et al.
2017). The 9-hydroxy-10E,12Z-octadecadienoic acid (9-HODE) and the 9-
hydroperoxy-10E,12E-octadecadienoic acid (9-HpODE) promote cAMP production via
G-protein. This signaling pathway affects germination, sporulation and mycotoxin
synthesis. In contrast, the Coriolic acid (13-HODE) and the (9Z,11E)-13-
hydroperoxyoctadeca-9,11-dienoic acid (13-HpODE) suppress the production of

mycotoxins in Aspergillus (Beccaccioli et al. 2019). The mushroom Agaricus bisporum
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is capable of producing 8-HODE and (8R,11S)-dihydroxy-(9Z,12Z)-octadecadienoic
acid (8.11-diHODE) from linoleic acid (Wadman et al. 2005).

The presence of oxylipins in the ethanolic extract of F. rugosa occurs for environmental
reasons, since they are metabolites involved in the regulation of fungal development and
communication between the fungus and the host to exploit plant resources and to meet
biological needs of fungi (Tsitsigiannis & Keller 2017, Ludovici et al. 2014, Deboever
et al. 2019). However, more studies are needed to find the exact role of oxylipins in the
ecological relationships of F. rugosa.

As previously mentioned, the genus Ganoderma belongs to the sister clade of F.
rugosa. In the studies by Gurovic et al. (2018), the presence of fatty acids in G. lucidum
caused weak, indirect damaging effects on the prokaryotic cell, which was attributed to
an indirect damage of the DNA. Thus, fatty acids should be considered as active
components of G. lucidum. It is possible that oxylipins contribute to the cytotoxicity of
F rugosa. More studies are needed to test this hypothesis.

In this study, we evaluated in vitro cell culture models for toxicity screening. HepG-2 is
a model for representing liver exposure (Sahu et al. 2014) and glial cell line C6 is a
model for representing normal brain astrocytes (Ren et al. 2000). In addition, L929 and
Vero have no tumor origin. All lineages have served to mimic healthy cells. The
ethanolic extract used here showed weak cytotoxic activity. The standard recommended
by the National Cancer Institute is an 1Cso < 20 pg/ml (Srisawat 2013). The strongest
inhibition occurred in HepG-2 (ICso 138.5) and Vero (ICsp 119.5) cells. Interestingly,
the 1C100 Of the ethanolic extract from G. lucidum was 30 pg/mL (Mohan et al. 2016), or
an I1Cso of 31.2 pg/mL, when tested in HepG2 cells. However, it was not cytotoxic to
Vero cells (Fathima & Reenaa 2016). The weak cytotoxicity in F. rugosa may be

explained by the difference in the extract constitution when compared to G. lucidum.
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Preclinical and clinical studies have demonstrated that G. lucidum not only has anti-
proliferative effects (Oppatova et al. 2019; Li et al. 2019), but also acts as an anti-
influenza (Zhu et al. 2017), neuroprotective (Ren et al. 2019, Lai et al. 2019), anti-aging
(Cuong et al. 2019), anti-obesity (Diling et al. 2020) and anti-inflammatory (Su et al.
2020) agent. Thus, we suggest the screening of other biological activities for F. rugosa
as a future research direction, since we already have the guidelines on cytotoxicity and

possible compounds.

Conclusion

Specimens of the F. rugosa mushroom are found in southern Brazil and the
identification was confirmed through phylogenetic analysis of the ITS region and 28S
gene sequences. The ethanolic extract of F. rugosa has weak cytotoxic activity. It may

have some cytotoxic constituents. Oxylipins were detected in this extract via LC-MS.
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. DHCR540HUEFS Brazil KR816511 MF409953
A. aurantiacum
: CuUI13618 China KR816512 KU219996
A. austrosinense
: FLOR50931 Brazil KR816513 KU315207
A. calcitum
: CuUI12648 China KR816514 KU219998
A. concentricum
: CuUI12644 China KR816515 KU219997
A. concentricum
o URM82789 Brazil KR816516 KT006617
A. elegantissimum
o URMB82787 Brazil KR816517 KT006616
A. elegantissimum
. : FLOR52248 Brazil KR816518 KU315209
A. intermedium
. . FLOR52246 Brazil KR816519 KU315208
A. intermedium
DHCR499/501HUEFS Brazil KR816520 MF409951
A. omphalodes
DHCR500HUEFS Brazil KR816521 MF409952
A. omphalodes
DAI10811 China KR816522 KU220002
A. perplexum
CUI16496 China KR816523 KU220001
A. perplexum
CUI8795 China KR816524 KU220004
A. rugosum
DAI13716 China KR816525 KU220007
A. rugosum
. FLOR52177 Brazil KR816526 KU315215
A. schomburgkii
. URM83228 Brazil KR816527 KT006621
A. schomburgkii
CuUI7974 China KR816528 KU220013
A. yunnanense
FLOR50932 Brazil KR816529 KU315206

F. biseptata
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DHCR554HUEFS Brazil KR816531 MF409954
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DHCR560HUEFS Brazil KR816532 MF409955
F. rugosa
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G. orbiforme
. URM83332 Brazil KR816543 JX310827
G. orbiforme
URM2948 Brazil KR816544 JX310835
G. parvulum
URM83339 Brazil KR816545 JX310831
G. parvulum
: WEI5327 China KR816546 KF495008
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ICN200398 Brazil MN985326 MN985507
VOG127

* The accession numbers in bold-face indicate the newly generated sequences for this study.
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Abstract

Several fungi of Ganodermataceae are used in folk medicine worldwide, especially
Ganoderma and Amauroderma genera. For the first time, the antibiofilm potential
against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus of ethanolic extracts of
Ganodermataceae species from South and Southeast of Brazil are assessed. Wild fungal
specimens were collected and identified by classical taxonomic and molecular
phylogenetic analysis. Extracts and fractions were investigated regarding the potential
by MTT and Crystal violet assays. Amauroderma schomburgkii, Ganoderma
martinicense and an unidentified Ganoderma species presented moderate cytotoxic
potential. Fractions of A. schomburgkii extract (sample ICN200403) with molecules
weighing between 3> and <10 KDa reduced in 99.60% the S. aureus biofilm formation.
Further studies are needed to find out which molecules are responsible for cytotoxic
effects in G. martinicense, and which molecules of size 3-10KDa have antibiofilm

activity in A. schomburgkii.

Key words: natural products, Basidiomycota, biofilm, MTT, fungal extract.

Introduction

In the world, mainly in the South America, the unrecognized Funga (Kuhar et
al.,2018) diversity seems to emerge, mainly, in geographic areas and ecological habitats
that are largely understudied, as the hotspots of this Neotropical region (Hawksworth
and Liucking, 2017). Brazil is the home of abundant biodiversity, and in the case of
fungi, the country houses 2,741 species of Basidiomycota and 1,881 species of

Ascomycota (Maia et al. 2015). According to Forzza (2012), there are at least 100
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endemic species of fungi in the Atlantic Forest in Brazil; however, this is an
underestimated assessment of fungal species’ diversity.

Among medicinal fungi, those classified in Ganodermataceae are the most
widely studied in the world, with highlights to Ganoderma and Amauroderma species.
Amauroderma schomburgkii is the most common species of Amauroderma genus in the
Neotropics, besides being the type species of this genus, and occurring since South
Brazil to Central America (Furtado 1981, Ryvarden 2004, Campacci and Gugliotta
2009, Gomes-Silva et al., 2015); its identity is well defined.

Regarding phylogenetic and morphological studies with Ganodermataceae in
Brazil, Costa-Resende et al. (2016, 2017, 2020) regrouped and described new species,
which allowed advances in the biological and biotechnological studies of extracts

produced by these fungi.

There are few papers about biotechnological potential of macrofungi from
Neotropical region, such as Porras-Arboleda et al., 2009, which worked with mycelial
submerged culture from Humpreya coffeata (Cristataspora coffeata) from Colombia;
Welti et al. 2010, with Ganoderma aff. tuberculosum from Martinique; and Duarte et al.
2016, with Amauroderma camerarium from Brazil and a constituent with
trichomonicide effect.

Here we look for possible activities of extracts produced by basidiomata of
Ganodermataceae species. For the first time, it has been evaluated antibiofilm and
cytotoxic activity of Foraminispora rugosa, Cristataspora cofeatta, Amauroderma
schombrugkii, Ganoderma stipitatum and G. martinicense from the South and Southeast

of Brazil, which are the focus of this contribution.
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Materials and Methods:

Study areas

The regionalization of Neotropic zone is based on terrestrial taxa and areas
defined by Morrone (2014), and allowed to distribute our samples in the Chacoan and
Parana domains, in the Araucaria Forest, Atlantic, Pampean and Parana Forest
Provinces (Material Supplementary B). The work encompassed the states of Rio Grande
do Sul (RS), Santa Catarina (SC) and Parana (PR), in the South extreme of Brazil, and
the states of Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP) and Espirito Santo (ES), which belong
to the southeastern region of the country. The searches were carried out during the years
2016 to 2018. The sampling was performed both in Conservation Units and anthropized

Zones.

Collections and morphological analysis

Some specimens were separated for molecular phylogenetic analysis. Of these,
some basidiomata were separated for the extracts production, since the specimens
should be mature, large and free of parasites. The remaining specimens are listed in
Supplemental Material B. The basidiomata were dried and deposited at the herbarium of
Institute of Biosciences, of Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil. The morphological analysis followed specific literature, such as Costa-Rezende
et al. (2016, 2017, 2020). Due to taxonomic problems related to identification or the
low amount of raw material for the extracts production, only a few specimens of species

complexes were used in this study.
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2.2 DNA isolation and amplification

Dried basidiomata were used for DNA extraction with the CTAB method
modified from Gdes-Neto et al. (2005). The primer pairs ITS8F-ITS6R (Dentinger et al.
2010) and LRORLR7 (Vilgalys and Hester 1990) were used to amplify the 5’ end of the
ITS (ITS1-5.85-1TS2) and ncLSU (nc 28S rDNA), respectively. Sequencing was
performed with a BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
California) using the PCR primers as forward and reverse sequencing primers.
Purification and DNA sequencing were performed by Macrogen (Geumcheon-gu,
Korea) and Fiocruz Belo Horizonte Plataforma PDTIS (Minas Gerais, Brazil). For the

nc 28S rDNA region, LR5 or LR7 were used.

Alignment and phylogenetic reconstructions

It were generated ITS and LSU sequence data sets, and both were separately
aligned using MAFFT v.7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software) and manually
adjusted using MEGA 7 (Katoh and Standley, 2013; Kumar et al. 2016). The 28S
matrix was built up to domain D3 (LR5 primer). Representative consensus sequences of
the fungal taxa were deposited into the GenBank database (Supplementary Material A).
The data sets were then combined, and in the subsequently analyses were subdivided
into four data partitions: 1TS1, 5.8S, ITS2 and 28S. Combined data set phylogenetic
analyses with ITS+28S sequences were carried out. In total, 115 specimens were
observed (two outgroup species). Perenniporia medulla-panis was designated as
outgroup3 based on previous studies (Costa-Rezende et al., 2017). All materials and

sequences used in this study are listed in Supplementary Material A.
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All phylogenetic sequences were analyzed using online CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2010). The data sets, on the other hand, were analyzed
separately and combined with Maximum Likelihood (ML) and Bayesian Inference (BI).
ML analysis was carried out in RAXML 8.2.9 (Stamatakis, 2014). The partition file was
provided to force RAXML software to search for a separate evolution model for each
data set. To access the reliability of the nodes, it was computed the rapid bootstrapping
replicates under the same model, allowing the program to halt bootstrapping
automatically by extended majority rule (MRE)-based bootstopping criterion
(Pattengale et al., 2010). Bootstrap (BS) values above 80 were considered significant
(high support), and above 70 were considered moderately supported. Bl was performed
in MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012), and evolutionary models for Bl were estimated
using the Akaike Information Criterion (AIC) for each partition, as implemented in
jModelTest2 (Darriba et al., 2012). The best-fit models for each partition were
implemented as partition-specific models within partitioned mixed-model analyses
(TIM1ef+I+G for ITS1, JC for 5.8S, HKY+I+G for ITS2 and TrN+G for 28S). The set
of Bayesian analyses was subjected to two independent runs, each with four
simultaneous chains for 5 x 107 generations, sampling trees at every 100" generation.
The convergence diagnostic was calculated every 10*" generation, and its critical value
was set to stop the analysis automatically when the standard deviation of the split
frequencies reached the value defined by the stopval command (stoprule = yes, stopval
= 0.01). In all analyses, the first 25% of trees from each run were discarded as burn-in.
Resulting trees from the two independent runs were then pooled to produce one 50%
majority-rule consensus tree, and Bayesian Posterior Probabilities (BPPs) were
generated for the resulting tree. A BPP value above 0.99 was considered significant

(high support), and above 0.95 was considered moderately supported.
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Preparation of the Fungi ethanolic extract

Basidiomata were used to preparation of ethanolic extract. The material was cut
into small pieces and ground; the powder was submitted to maceration with ethanol
(95%) for three days (ratio 1:10) with solvent exchange for 24 hours. After filtration by
sintered funnel (G3), the solvent was removed in a vacuum with a rotary evaporator
(Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suica). The dried extracts were stored in flasks under

refrigeration.

Biological Assays

In sequence, the extracts suffered a previous screening of cytotoxicity by MTT
assay and antibiofilm activity against bacteria (Pseudomonas aeruginosa and

Staphylococcus aureus) biofilm.

The Cytotoxicity study

The cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 IU/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin, at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Cell
viability was determined by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) colorimetric assay (Mossmann, 1983). Briefly, cells were seeded
in 96-well flat-bottom microplates at a density of approximately 12x10° cells/well in
150 uL of DMEM. After cells attachment, serial dilutions of extract (7.8 — 500.0
pug/mL) in culture medium were prepared and cells were incubated for 24h and 48h.

After incubation, 100 pl of MTT (1 mg/ml in PBS:Medium (1:1)) was added per well,
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and the plate was incubated for 2 h to allow reaction of MTT by cellular mitochondrial
dehydrogenases. The excess of MTT was aspirated and the formazan crystals formed
were dissolved with 100 ul of dimethyl sulfoxide (DMSO), and absorbance of purple
formazan, proportional to the number of viable cells, was measured at 595 nm using a
microplate reader (Molecular Devises, Spectra Max 190, USA). Experiments were
carried out at least in triplicate. The cytotoxicity was expressed as 1Csg (concentration
that inhibits 50% of cell growth was extrapolated from concentration—response curves).
Data were expressed as mean = standard error of mean (EPM), and statistical
significance was determined by Analysis of Variance (ANOVA, p <0.05), followed by
Dunnett's post-test for multiple comparisons. The program used for these analyzes was
GraphPad Prism 7.0.

The line cells used: human melanoma (MV-3), human pancreatic carcinoma
(MIAPaCa-2), human neuroblastoma (SH-Sy5y), astroglial cell (C-6), human
hepatoblastoma (HEp-G2), mammalian firoblast (L929), human ovarian cancer cell line
(Ovcar-3), human breast cancer cell line (MCF-7) with estrogen, progesterone and
glucocorticoid receptors, human primary glioblastoma cell line (U-87) and mammalian

kidney epithelial cell lines (Vero).

Microbial strains and growth conditions

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 6538
were used as biofilm-forming bacteria. They were grown on Ttryptone Soy Agar (TSA)
(Oxoid Ltd., England) for 24 hours at 37°C. An inoculum equivalent to 1x108 CFU / mL

(ODe20: 0.150) was prepared in saline solution (0.9% NaCl) and used in the assays.
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Biofilm Inhibition

The quantification of biofilm was determined by crystal violet assay following
Trentin et al. (2011). To determine the inhibition of biofilm formation, 80 pL of
bacterial suspension, 40 uL of Tryptone Soy Broth (TSB) (Oxoid Ltd., England)
and 80 pL of the treatment (final concentration at 5 mg/mL) were added to
standard sterile 96-well polystyrene flat bottom microtiter plates (Kasvi, Brazil). The
plates were incubated for 24 hours at 37°C. Following incubation time for the assay, the
suspensions were discarded and each plate was washed 3 times with saline and heat-
fixed at 60° C for 1h. After, 200 pL of 0.4% crystal violet were added to the wells for
15 minutes. After this period, each plate was washed with distilled water and 200 pL of
absolute ethanol were added. After 30 minutes, the absorbance was measured at 570 nm
using a microtiter plate reader (Spectramax M2e Multimode Microplate Reader, USA).
The percentage of biofilm formation was verified, considering the control (inoculum
without treatment) as 100% biofilm-forming. Vancomycin, gentamycin and rifampicin
(Sigma, USA) (8 mg/mL) were included as growth inhibition controls. Experiments
were carried out in triplicate and data are presented as percentage mean + standard

deviation. Differences between groups were evaluated by Student’s test (p value <

0.05).

Bacterial growth

Bacterial growth was assessed as the difference between optical density at 620

nm at the end (24 h) and at the beginning (0 h) of incubation time. The control

(untreated) represented 100% of bacterial growth and it was prepared with Milli-Q
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water replacing the treatments and the same concentration of DMSO. The positive

controls (antibiotics) were also included as described in the biofilm assay.

Separating molecules by size

The most active extract in the biofilm assay (ICN200403 sample) was passed
through ultrafiltration membranes with molecular weight cut-off of 10 and 3 kDa using
an Amicon stirred ultrafiltration cell (Merck Millipore, Tullagreen, Ireland). The crude
extract (12 mg) was resuspended in MiliQ water (3 mL) and filtered through a 0.22 uM
membrane. Ultrafiltration was performed sequentially: first through the 10 kDa and the
filtered passed through 3 kDa. The filtrations yielded fractions with molecular weights
ranging in size from >10 kDa (R10), 3-10 kDa (R3) and <3 kDa (F3). All the fractions
were evaluated for its ability to inhibit bacterial growth and biofilm, as mentioned

above.

Results and discussion

Molecular phylogenetic analyses

The newly generated sequences and additional sequences retrieved from
Genbank included sequences from 115 fungal specimens and 1,293 characters, of which
877 were constant and 272 parsimony informative. The average standard deviation of
split frequencies in the Bl reached 0.009912. Bl and ML analysis resulted in trees with a
similar topology. The ML topology is presented in Supplementary Material B. The

clades from Amaurodemellus (100 % ML, 1.00 BPP), Tomophagus (100 % ML, 1.00
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BPP), Sanguinoderma (96 % ML, 1.00 BPP), Magoderna (100 % ML, 1.00 BPP),
Haddowia (100 % ML, 1.00 BPP), Furtadoa (100 % ML, 1.00 BPP) and Amauroderma
s. str. (98 % ML, 1.00 BPP), are nested Cristataspora (98 % ML, 1.00 BPP), and
Foraminispora (100 % ML, 0.99 BPP) and Ganoderma (0 % ML, 0.00 BPP). Our
results were similar to those of Costa-Resende et al., 2020 and Sun et al., 2020. Within
Ganoderma group, a clade with species presenting dull pileus (here know as
Ganoderma sp.) is the sister group of G. tornatum, and corresponds to a species
complex. An unidentified laccate Ganoderma species group (white star) presented
themselves as an isolated and highly supported clade, and so, they were called
Ganoderma spl. All other samples are placed with Ganodermataceae species, always
with highly supported values.
Samples and Collection Area

Regarding the year season, a greater diversity of species was collected in the
summer comparing to the winter. Additionally, the Cfb (Humid subtropical zone, with
temperate summer) and AW (Tropical zone, with dry winter) climate have shown
greater diversity comparing to the Cfa (Humid subtropical zone, with hot summer)
(Alvares et al., 2014); and in the conservation units (PARNA do Iguacu, Lago Azul
State Park and REBIO Augusto Ruschi, mainly) the species diversity was higher than in
anthropized areas (Supplementary Material B).

Briefly, in this work were found one species of the genus Foraminispora, one of
the genus Cristataspora, three of Amauroderma (A. schomburgkii, A. calcitum and A.
pseudoboletus) and two of Ganoderma (G. martinicense and G. stipitatum); in addition,
four specimens of laccate unidentified Ganoderma species, and several specimens of

Ganoderma applanatum-australe complex were also found.
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Fifteen extracts were tested, the yields ranged from 1.32 to 8.6%, according to

Supplementary Material C.

As a justification for the use of extracts in this research is that G. lucidum, “the
immortality fungus” (Wang et al., 2012), has been used by the Chinese Traditional
Medicine for millennia in the form of crude extract, acting as a panacea against aging
diseases (Bishop et al., 2015, Sharma et al., 2019, Chaitanya et al., 2019). In this way,
the use of crude extracts can be considered as a “multi-target herb” (Li-Weber, 2009,
Gill et al., 2016, Zhou et al., 2016, Chaitanya et al., 2019). Therefore, this work

evaluated the efficiency of crude extracts.

Here we present the collected species whose identification was the result of an
integrative taxonomic work based on morphology and molecular phylogenetic analysis.
On the map of the collection region, there is (Supplementary Material B) the distinct
distribution of genera among the Pampean Province and the rest of the studied area,
with the genus Amauroderma beginning to appear only in the highlands near the
Atlantic Forest Province. Our hypothesis is that there is a relationship between the type
of vegetation and the Amauroderma morphology, since that in the Pampean Province,

grasslands predominate instead of forest formations.

Cytotoxic activity

All collected species were evaluated, A. schomburgkii, C. coffeata, G.
martinicense, G. stipitatum, F. rugosa, one unidentified species of Ganoderma and
Ganoderma applanatum-australe complex. In vitro cytotoxic activity of 15 basidiomata

extracts was evaluated in nine cancer cell and two normal cell lines. The results are
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showed in the table 1. The extracts exhibited different cytotoxicity against the tested cell
lines. In particular, the extract of G. martinicence showed a promising cytotoxic activity
against OVCAR-3 and MCF-7 cell lines, exhibiting I1Cso values of 40.4+2.3 and 32.4+.9
ug/mL, respectively. These effects were similar to the antitumoral agent available in
market, doxorubicin (ICso values of 32.743.2 and 24.3+2.5 pg/mL, respectively).
Doxorubicin is an antineoplastic routinely used in the treatment of several types of
cancers due to its wide spectrum of action (Carvalho et al., 2009).

Several studies report an in vitro and in vivo antiproliferative activity of
polysaccharides (Hanyu et al., 2020) and triterpenes (Smina et al., 2017) of Ganoderma
spp. extracts (Hu et al., 2002, ) against MCF-7 breast cancer (Hu et al., 2002, Smina et
al., 2017, Hanyu et al., 2020),) and OVCAR-3 ovarian cancer cells (Hsieh and Wu,
2011). In addition, several studies with isolated compounds, for example ergosterol
peroxide, also presented similar results (Dembitsky, 2008, Tan et al., 2017).

Ganoderma lucidum is the most studied medicinal macrofungus. Ethanolic
extracts may contain polysaccharides and some triterpenes, a combination that may has
synergistic effects against cancer cells. The ethanol extract of G. lucidum reduced cell
cycle progression by down-regulating the expression of cyclin D1 in OVCAR-3 and
MCF-7 (Hu et al., 2002, Hsieh and Wu, 2011). The researches founded an ICso of 10
pg/mL (Hsieh & Wu, 2011) against OVCAR-3. Smina et al. (2017) reported that
triterpenic extract from G. lucidum has a 100% inhibitory effect with a 100 ug/mL
concentration, besides altering the levels of cyclin D1, Bcl-2, Bcl-xL, Bax and Caspase-
9 in MCF-7 cells.

In addition, ergosterol interacts with cells that contain estrogen receptors.
Ergosterol is a constituent of several macrofungi, including Ganodermataceae. At a

concentration of 3 pg/mL, it completely prevented estradiol-17f-induced growth of
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MCEF-7 cells in in vitro assays (Subbiah and Abplanalp, 2003). Besides, EI-Sherif et al.,
2020, demonstrated that ergosterol peroxide is more active in inhibition of MCF-7 cell
lines comparing to MDA-MB-231 cell lines (without estrogen receptors). According to
the authors, there is evidence that ergosterol peroxide targets estrogen receptors. Tan et
al., 2017, demonstrated that ergosterol peroxide suppresses [-catenin-induced
transcription of cyclin D1 and c-Myc in ovarian cancer cells. Ergosterol peroxide also
regulates Src/SHP2-STAT3 pathway that modulates the angiogenisis. So, ergosterol
peroxide has antitumoral effects by inhibiting the proliferation, migration and
modulating angiogenesis in ovarian cancer cells.

Our hypothesis is that G. martinicense inhibited both cell lines (OVCAR-3 and
MCF-7) because it contains compounds that interact with estrogen receptors. Further
studies are needed to confirm the presence of ergosterol peroxide in ethanol extracts of
this species.

Cytotoxicity was evaluated in face to L929, C6 glial cells, HepG2 and Vero
cells. These cells mimic the metabolism of fibroblast, glial, hepatic and renal cells,
respectively. As observed in Table 1, Ganoderma sp. did not present cytotoxic effects
up to 500 pg/mL concentration. This species complex did not vary in relation to the
ICso. Besides, Amauroderma has low cytotoxicity against C6 glial cells (ICso >250
ug/mL), HepG-2 (ICso >250 pg/mL), Vero cells (ICs:167.5 pug/mL) and showed weak
cytotoxicity against L929 (ICs0:47.9 pg/mL). Thus, the extract of A. schomburgkii
seems to be relatively safe when the cytotoxicity is assessed in vitro. Ganoderma sp.1,
C. coffeata and F. rugosa were weakly cytotoxic (Table 1). Our results are also the first
report of A. schomburgkii and F. rugosa in cytotoxic tests.

Inhibition, reversion, or retardation of cellular hyperproliferation may be

effective for tumors regression (Gao and Zhou, 2004). Several studies demonstrate the
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cytotoxic activity of G. lucidum crude extracts in a dose-dependent manner (Yue et al.,
2006, Cor et al., 2014, Chen et al. 2016, Suarez-Arroyo et al, 2017). Ganoderma
lucidum is a useful source of food supplement and medicine to suppress the growth rate
of tumors (Borches et al., 2004, Suarez-Arroyo et al., 2017). However, it does not act as
a first line medicine (Unlu et al., 2016).

Further studies are needed to verify whether Ganodermataceae from the South /
Southeast region of Brazil can also act as adjuvant in the fight against cancer, and to

determine which molecules are responsible for the cytotoxic activity of G. martinicense.
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Samples MV-3 MIAPaCa-2 L1929 HepG2 Sh-sy5y C6 OVCAR-3 MCF-7 U-87 Vero
Cytotoxic Activity (ICso = SD, pg/mL) of Ganodermataceae species
A schomburgkii 167.5£8.5
53.0+£3.0 985+4.3 479+25 >500 333.5(1n) >500 116.2+55 952+6.3
(ICN200403)
A schomburgkii
113.36.4 97.315.1 121.7+47.2
(ICN202136)
A. schomburgkii
66.0 +10.2 105.9+2.1 59.1+5.3 > 250 > 250 > 250
(ICN200405)
A. schomburgkii 180.3 + 14.7
(ICN200400)
© martnicense 472+58 105.1+6.4 531%41 161.4 (1n) 138232 40423  324%19 03110
2+5, 1+6. 14, 4 (An 2+3, 412, 4+1.
(ICN202152) 140.8 £ 23.2
Ganoderma sp
>500 >500 >500
(ICN202130)
Ganoderma sp
>500 >500 >500
(ICN202131)
Ganoderma sp 433.6 £ 6.6
>500 >500 >500
(ICN202132)
Ganoderma sp 4258+ 28.1
>500 >500 >500
(ICN202133)
Ganoderma sp
>500 >500 >500

(ICN202138)
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G. stipitatum
514+6.3 107.4 £1.6 71273
(ICN202150)
Ganoderma sp.1
283.9+21.7 280.5%34 258.0+28 >250 > 250 > 250
(ICN202148)
Ganoderma sp.1
296.2 £ 20.9 2241 (1n) 141.2+45
(ICN202151)
C. coffeata >500
253.6£16.5 250.3+04 239.6 £16.1  >500 > 500 403.4+6.9
(ICN200397)
F. rugosa 119.5+£ 2.2
151.3+19.3 153.6+7.6 1549+9.1 >500 216.7 (1n) 213.6+11.8
(ICN200398)
Doxorubicin * 38115 235+23 7.8+0.8 32.7+3.2 243125
Samples MV-3 MIAPaCa-2 L1929 HepG2 Sh-sy5y C6 OVCAR-3 MCF-7 U-87 Vero
Cytotoxic Activity (ICso + SD, pg/mL) of Ganodermataceae species
A schomburgkii 167.5+8.5
53.0+£3.0 985+4.3 479+25 >500 333.5(1n) >500 116.2+5.5 95.2+6.3
(ICN200403)
A. schomburgkii
113.316.4 97.315.1 121.7 £7.2
(ICN202136)
A. schomburgkii
66.0 £ 10.2 105.9+£2.1 59.1+5.3 > 250 > 250 > 250
(ICN200405)
A schomburgkii 180.3+14.7
(ICN200400)
G. martnicense 63.1+1.0
47.2+5.8 105.1+6.4 531141 140.8 + 23.2 161.4 (In) 138.2+3,2 404 +2.3 324+19

(ICN202152)
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Ganoderma sp
>500 >500 >500

(ICN202130)

Ganoderma sp
>500 >500 >500

(ICN202131)

Ganoderma sp 433.6 £6.6
>500 >500 >500

(ICN202132)

Ganoderma sp 4258+ 28.1
>500 >500 >500

(ICN202133)

Ganoderma sp
>500 >500 >500

(ICN202138)

G. stipitatum
514+6.3 107.4 £1.6 712+73

(ICN202150)

Ganoderma sp.1
283.9+21.7 2805+34 2580+28 >250 > 250 > 250

(ICN202148)

Ganoderma sp.1

296.2 £ 20.9 2241 (1n) 141.2+%45

(ICN202151)

C. coffeata >500
253.6+16.5 250.3+0.4 239.6+16.1 >500 > 500 403.4+6.9

(ICN200397)

F. rugosa 119.5+ 2.2
151.3+19.3 1536+7.6 154.9+9.1 >500 216.7 (In) 213.6+11.8

(ICN200398)

Doxorubicin * 3.8+15 235123 7.8+0.8 32.7+3.2 243125
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Antibiofilm activity

The extracts of C. coffeata, A. schomburgkii, G. stipitatum, Ganoderma
applanatum-australe complex and Ganoderma sp.1 (ICN202151) were evaluated for
the antibiofilm and antimicrobial activity against S. aureus ATCC 6538 (Figure 1). As
we did not have a sufficient amount of extract, G. martinicense and F. rugosa were not
taken in the crystal violet test.

The best results were seen in the samples of Ganoderma sp., Ganoderma spl
and A. schomburgkii. Ganoderma sp. was discarded for being a cryptic species of
difficult identification. Ganoderma sp.1 inhibited bacterial growth in 70.93%, which
can cause selective pressure on bacteria, so it was also discarded. Amauroderma
schomburgkii inhibited the biofilm (99.60%) and showed less inhibition in the growth
(24.34%) of S. aureus (Fig. 1).

This extract was tested also against P. aeruginosa ATCC27853, and showed no

effectiveness (Supplementary Material D).



111

Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Figure 1: Screening antibiofilm activity from ethanolic extracts of Ganodermataceae of
South and Southeast of Brazil. ICN200397: C. coffeata; ICN202150: G. stipitatum;
ICN 202132: Ganoderma sp.; ICN202148: Ganoderma sp.1; (collected in Eldorado do

Sul, RS); ICN200403: A. schomburgkii.

To have worse antimicrobial action and better activity as an antibiofilm are
important characteristic in antibiofilm product, because the environmental stress
produced by an antibiotic increases the rates of mutability and bacterial resistance
(Poole, 2012, Ahmed et al., 2018, Santos-Lopez et al., 2019, Cepas et al., 2019), and
this is not desired. Amauroderma schomburgkii showed an inhibitory effect on biofilm

formation greater than vancomycin at the tested concentration. (Fig. 2).
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Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Figure 2. Comparison of the performance as an antibiofilm agent of A. schomburgkii,
and the subfractions required by ultrafiltration. R10: subfraction containing molecules
greater than 10 KDa, R3: subfraction containing molecules smaller than 10 KDa and

larger than 3 KDa., F3: subfraction containing molecules smaller than 3 KDa.

These results show for the first time that the ethanolic extract of A. schomburgkii
has better performance against biofilm formed by gram positive bacteria, especially S.
aureus. Due to this, A. schomburgkii extracts (ICN200403) was chosen to undergo
ultrafiltration purification.

Separating by molecule size
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The ultrafiltration purification process of ethanolic extract of ICN200403 sample
yielded three sub-fractions of different molecular weight, and each of them was
subjected to the crystal violet assay, being observed significant differences among them
when tested against S. aureus The subfraction R10 (>10 kDa) showed activity similar to
positive control group in antibiofilm action and bacterial grown (Fig 2). Meanwhile, the
R3 subfraction (3-10 kDa) showed the best activity in crystal violet assay, reducing the
biofilm formation in 78.34% when compared to non treated group. The bacterial growth
showed similar values to control group. The R03 subfraction decreased the biofilm
formation without affecting bacterial growth. Contrary to conventional antimicrobials,
this extract acts as anti-virulence agent by inhibiting biofilms and, according to
Francesko et al., 2016, inflicting a low selection pressure for the development of
antibiotic-resistant bacteria. Duarte et al. (2016) found a protein with 12 KDa and
trichomonicidal action in A. camerarium. Besides, Arias-Londofio et al (2019) found
protein fractions in G. lucidum with antifungal activity against Mycosphaerella fijiensis
(Mycosphaerellaceae) and Wang and TB (2006) isolated ganodermin, (15KDa) that acts
against phytopathogens. The literature reports that G. lucidum extract is an antibiofilm
agent against Candida albicans and C. glabrata (Bhardwaj et al., 2017), besides
inhibiting the quorum sensing-controlled behavior in Chromobacterium violaceum in a

concentration-dependent manner (Zhu et al., 2011).

In healthcare facilities, S. aureus can cause infections related to implantable
medical devices, that may lead to serious consequences for the patient, including
therapeutic failure due to its ability to form biofilms, an important virulence factor
(Arciola et al., 2012, Oliveira et al., 2018). Furthermore, this pathogen can act as a

reservoir of antibiotic resistance genes (Rossi et al. 2020).
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As some medical implants are in direct contact with the patients' skin,
cytotoxicity assessments in epidermal and dermal cells, as well as in vivo tests are
essential to ensure the safety of the extract of A. schomburgkii. Certainly, more
experiments are needed, but we already have a starting point.

Thus, this study provides a basis for the development of biotechnology to further
studies that should explore which chemical compounds are responsible for G.
martinicense as cytotoxic agent, and A. schomburgkii as a biofilm inhibitor, and for
which mechanisms this occurs. Our results clearly demonstrate that the R3 subfraction
is effective as S. aureus antibiofilm agent, because it contains high molecular weight

molecules.

Conclusion

It is possible to conclude that: (1) The study area is abundant in the Ganoderma
genus, especially the Pampean Province; (2) the ethanolic extract of G. martinicense is
the most effective extract tested against OVCAR-3 and MCF-7; (3) the other specimens
collected present moderate to weak cytotoxic action, being relatively safe; (4) the
ethanolic extract of A. schomburgkii is a promising candidate for S. aureus biofilm
inhibition; (5) the molecules responsible for the activity in A. schomburgkii have
molecular weight between 3-10 kDa, corresponding to molecules of great molecular

weight.
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Species Vouchers Locality ITS LSU Reference
Amauroderma aurantiacum FLOR52205 BRAZIL KR816510 KU315205 Costa-Rezende et al., 2016
MF409961 MF409953 Costa-Rezende et al., 2016
Amauroderma aurantiacum DHCR540 HUEFS BRAZIL
Amauroderma calcigenum FLOR52315 BRAZIL KR816514 - Costa-Rezende et al., 2016
Amauroderma caleitum FLOR50931/ DHCR538 SRAZIL KR816528 KU315207 Costa-Rezende et al., 2016
(HUEFS)

Amauroderma calcitum FLOR52230 BRAZIL KR816529 - Costa-Rezende et al., 2016
Amauroderma elegantissimum URMS82789 BRAZIL JX310844 KT006617 Gomes-Silva et al., 2015
Amauroderma elegantissimum URMS82787 BRAZIL JX310843 KT006616 Gomes-Silva et al., 2015

Amauroderma exile URMB82794 BRAZIL JX310845 - Gomes-Silva et al., 2015
Amauroderma exile URM89226 BRAZIL MK119796 MK119874 Sun et al., 2020
Amauroderma intermedium GAS910 (HUEFS) BRAZIL MF409959 i Costa-Rezende et al., 2017
Amauroderma intermedium FLOR52248 BRAZIL KR816527 KU315209 Costa-Rezende et al., 2016
Amauroderma omphalodes DHCRA499/501(HUEFS) BRAZIL MF409956 MF409951 Costa-Rezende et al., 2017
Amauroderma omphalodes DHCR500(HUEFS) BRAZIL MF409957 MF409952 Costa-Rezende et al., 2017
Amauroderma partitum URMB83039 BRAZIL JX310853 - Sun et al., 2020
Amauroderma partitum URM82882 BRAZIL JX310852 - Gomes-Silva et al., 2015
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Amauroderma perplexum CU16496 CHINA KJ531650 KU220001 Genbank
Amauroderma perplexum WEI5562 CHINA KJ531652 - Genbank
Amauroderma praetervisum REC18707 BRAZIL IX310855 - Gomes-Silva et al., 2015
Amauroderma praetervisum URM84230 BRAZIL KC348461 - Genbank
Amauroderma praetervisum GOMES SILVA 909 BRAZIL JX310856 - Gomes-Silva et al., 2015
Amauroderma pseudoboletus FLOR52318 BRAZIL KR816516 - Costa-Rezende et al., 2016
Sanguinoderma rude CANB643174 AUSTRALIA KU315197 - Costa-Rezende et al., 2016
Sanguinoderma rude CANB795782 AUSTRALIA KU315198 - Costa-Rezende et al., 2016
Sanguinoderma rude CANB359451 AUSTRALIA KU315199 - Costa-Rezende et al., 2016
Sanguinoderma rugosum Cui6285 CHINA KJ531656 KU220012 Sun et al., 2020
Sanguinoderma rugosum Dail0746 CHINA KU219981 KU220003 Sunetal., 2020
Amauroderma schomburgkii ICN200401 BRAZIL MW541375 MW546310 This study
Amauroderma schomburgkii ICN202153 BRAZIL MW541365 MW546314 This study
Amauroderma schomburgkii DHCRS504 HUEFS BRAZIL MF409958 - Costa-Rezende et al., 2017
Amauroderma schomburgkii FLOR52177 BRAZIL KR816522 KU315215 Costa-Rezende et al., 2016
Amauroderma schomburgkii URM83228 BRAZIL JX310848 KT006621 Gomes-Silva et al., 2015
Amauroderma schomburgkii ICN200403 BRAZIL MWS541370 tobeprovided This study
Amauroderma schomburgkii ICN202140 BRAZIL Mw541378 MWSAE318 This study
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Amauroderma schomburgkii ICN202139 BRAZIL MW541373 MW546318 This study
) ICN202141 BRAZIL MW541374 MW546320 This study
Amauroderma schomburgkii
Amauroderma schomburgkii ICN202144 BRAZIL MW541372 MW546324 This study
Amauroderma schomburgkii ICN202145 BRAZIL MW541376 MW546325 This study
) ICN202146 BRAZIL MW541371 MW546326 This study
Amauroderma schomburgkii
MW546328 This study
Amauroderma schomburgkii ICN200405 BRAZIL MW541377
Amauroderma schomburgkii ICN202135 BRAZIL MW541369 MW546311 This study
Amauroderma schomburgkii ICN202134 BRAZIL MW541368 MW546335 This study
Amauroderma schomburgkii ICN202136 BRAZIL MW541364 MW546337 This study
Amauroderma schomburgkii ICN200400 BRAZIL MW541366 MW546337 This study
Amauroderma schomburgkii ICN202137 BRAZIL MW541367 MW546339 This study
Magoderna subresinosum WEI5569 CHINA KJ531649 i Genbank
Magoderna subresinosum THP48 TAIWAN FI154784 i Genbank
Foraminispora yunnanense CUI7974 CHINA KJ531653 KU220013 Genbank
Foraminispora yunnanense YUAN2253 CHINA KJ531655 i Genbank
Amaurodermellus ovisporum DHCR547 BRAZIL MNOQ77527 MNO077553 Costa-Rezende et al., 2020
Amaurodermellus ovisporum DHCR546 BRAZIL MNO077528 - Costa-Rezende et al., 2020
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Costa-Rezende et al., 2016

Amauroderma sp INPA249751 BRAZIL KR816525
Cristataspora coffeata FLOR50933 BRAZIL KU315204 - Costa-Rezende et al., 2016
Cristataspora coffeata QCAM2955 ECUADOR MH124633 - Genbank
Cristataspora coffeata |CN200397 BRAZIL MW541383 MwodssaL This study
Foraminispora rugos ICN200399 BRAZIL MW541384 MWaesL2 This study
Foraminispora rugosa FLOR52191 BRAZIL KU315200 KU315216 Costa-Rezende et al., 2016
Foraminispora rugosa DHCR512:HUEFS BRAZIL MF409960 - Costa-Rezende et al., 2017
Foraminispora rugosa DHCRS554:HUEES BRAZIL MF409962 MF409954 Costa-Rezende et al., 2017
Foraminispora rugosa DHCR560:HUEES BRAZIL MF409963 MF409955 Costa-Rezende et al., 2017
Foraminispora rugosa |CN200398 BRAZIL MW541385 MSAB3LT This study
Furtadoa biseptata FLOR50932 BRAZIL KU315196 KU315206 Costa-Rezende et al., 2016
Furtadoa brasiliensis URMB83578 BRAZIL JX310841 - Gomes-Silva et al., 2015
Furtadoa brasiliensis TBG58 BRAZIL JX982569 - Gomes-Silva et al., 2015
Ganoderma adspersum GAD3 POLAND IN222418 ] Genbank
Ganoderma applanatum KM120830 UK AY884178 i Genbank
Ganoderma applanatum GA165 CHINA DQ425009 - Genbank
Ganoderma applanatum GA117 CHINA DQ424996 - Genbank
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Ganoderma aridicola DAI 12588 South Africa KU572491 ) Genbank
Ganoderma australe DHCRA411(HUEFS) BRAZIL MF436675 MF436672 Costa-Rezende et al., 2017
Ganoderma australe DHCR417 (HUEFS) BRAZIL MF436676 MF436673 Costa-Rezende et al., 2017
Ganoderma sp ICN202138 BRAZIL MW541390 MW546311 This study
Ganoderma sp ICN202131 BRAZIL MW541388 MW546323 This study
Ganoderma sp ICN202132 BRAZIL MW541389 MW546330 This study
Ganoderma sp ICN202130 . MW541387 MW546333 Thfs study
Ganoderma sp ICN202133 . MW541386 MW546334 This study
Ganoderma austroafricanum CBS138724 SOUTH AFRICA KM507324 MH877667 Vuetal., 2019
Ganoderma gibbosum SFC2013040421 KOREA KY364259 - Jargalmaa et al., 2017
Ganoderma gibbosum KUT0805 JAPAN ABT33121 AB733303 Genbank
Ganoderma lingzhi DAIL5798 CHINA KU219990 KU220018 Genbank
Ganoderma lingzhi DAI15799 CHINA KU219991 KU220019 Genbank
Ganoderma lucidum MUCL31549 FRANCE MG706230 MG706176 Genbank
Ganoderma lucidum K175217 UK KJ143911 ] Zhou etal., 2015
Ganoderma lucidum CBS27081 FRANCE MH861340 MH873099 Vuetal., 2019
Ganoderma martinicense LIPSWMart0844 M'?‘:RRE“ ICQEUE KF963257 i Genbank
Ganoderma martinicense LIPSWMart0855 FRANCE KF963256 i Genbank
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Ganoderma martinicense GVL-35 MEXICO MT232632 - Genbank
Ganoderma martinicense VO1795 MEXICO MT939276 - Genbank
. ICN202149 BRAZIL MW541363 MW546338 This study
Ganoderma martinicense
. ICN202152 BRAZIL MW541361 - This study
Ganoderma martinicense
Ganoderma multipileum DAI9447 CHINA KF494997 - Zhou etal., 2015
Ganoderma multipileum CWNO04670 CHINA KJ143913 - Zhou et al., 2015
Ganoderma multiplicatum SPC9 BRAZIL KUS69553 KU570951 Genbank
Ganoderma multiplicatum URM83346 BRAZIL IX310823 JX310837 Genbank
- ICN200402 BRAZIL MW541360 MW546321 This study
Ganoderma multiplicatum
Ganoderma orbiforme URM83334 BRAZIL JX310814 IX310828 Genbank
Ganoderma orbiforme URM83336 BRAZIL IX310816 JX310830 Genbank
Ganoderma resinaceum NY00985711 USA KJ143918 - Zhou et al., 2015
Ganoderma resinaceum CBS22036 USA MH855781 MH867290 Vuetal., 2019
Ganoderma lingzhi SFC20150630-14 KOREA KY364246 - Jargalmaa et al., 2017
Ganoderma lingzhi SFC20150812-48 KOREA KY364247 - Jargalmaa et al., 2017
Ganoderma stipitatum THC16 COLOMBIA KC884264 - Genbank
MW546313 This study
Ganoderma stipitatum ICN202150 BRAZIL MW541382
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Ganoderma tornatum URMB82776 BRAZIL JQ514110 JX310800 Genbank
Ganoderma tornatum TBGO1AM2009 BRAZIL JQ514108 JX310808 Genbank
Haddowia longipes LPDR 17072708 LAOS MK 345423 MK346828 Hapuarachchi et al., 2019
Haddowia longipes LPDR17072709 LAOS MK 345424 MK346829 Hapuarachchi et al., 2019
Perenniporia medullapanis MUCL43250 NORWAY FJ411087 i Genbank
Perenniporia medullapanis CBS45748 CANADA MH856433 MHB67979 Vuetal., 2019
Ganoderma spl ICN202142 BRAZIL MW541381 MW546319 This study
Ganoderma spl ICN202148 BRAZIL MW541379 MW546329 This study
Ganoderma sl ICN202151 CrazIL MVW541380 MW546332 This study
Tomophagus cattienensis CT119 VIETNAM IN184398 ) Leetal., 2012
Tomophagus cattienensis TRTC161191 VIETNAM NR 154477 - Leetal., 2012
Tomophagus colossus URMB80450 BRAZIL JX310825 JX310839 Genbank
Tomophagus colossus URM83330 BRAZIL JQ618247 JX310811 Genbank
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Material Supplementary B: Study Region Map (figure A) and Tree Phylogenetic (figure B).
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Supplementary Mareial C: Collection Data and yield of fungal extracts.
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Climate Province
Geographic (Alvares, |Morrone, |Yield of
VOUCHER | Sample Genus State | Identification | Region Month Year | Substrate coordinates 2013) 2014) extract(%o)
standing 30°04'37.19"S
VOG1 Ganoderma RS Ganoderma sp | South May 2016 | dead tree | 51 °06'46.40" W Cfa Pampean
standing 30°04'37.19"S
VOG2 Ganoderma RS Ganoderma sp | South May 2016 | dead tree | 51 °06'46.40" W Cfa Pampean
30°04'37.19"S
VOG3 Ganoderma RS Ganoderma sp | South May 2016 51 °06'46.40" W Cfa Pampean
30° 4" 35.048" S
stump of | 51°6'53.173"
ICN202130 | VOG4 Ganoderma RS Ganoderma sp | South May 2016 | Pinus sp W Cfa Pampean 4.2
standing 30°03'42"S
VOG6 Ganoderma RS Ganoderma sp | South July 2016 | dead tree 51°7'36" W Cfa Pampean
30°03'42"S
VOG8 Ganoderma RS Ganoderma sp | South July 2016 | dead tree 51°7'36" W Cfa Pampean
30°03'42"S
VOG9 Ganoderma RS Ganoderma sp | South July 2016 | dead tree 51°7'36" W Cfa Pampean
27°46'24.92"S
VOG11 Ganoderma SC Ganoderma sp | South August 2016 48°29'12.26"W Cfa Atlantic
27°43'30" S
VOG12 Ganoderma SC Ganoderma sp | South August 2016 48°32'18"W Cfa Atlantic
27°43'30" S
VOG13 Ganoderma SC Ganoderma sp | South August 2016 48°32'18"W Cfa Atlantic
fallen 29°37'50.94"'S
ICN202131 |VOG14 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | dead tree | 53°36'30.11"'W Cfa Pampean 5.7
fallen 29°37'50.94"'S
ICN202132 | VOG15 Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | dead tree | 53°36'30.11"'W Cfa Pampean 6.2
dead tree | 29°26°38.067"S
VOG16 Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | stump 54°34°33.212"W Cfa Pampean
VOG22 Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | dead tree 30°4'14.93”S Cfa Pampean
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stump 51°8'18.312”"W
dead tree 30°4°14.93”S
VOG23 Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | stump 51°8'18.312”"W Cfa Pampean
dead tree 30°4°14.93”S
V0G24 Ganoderma RS Ganoderma sp | South September | 2016 | stump 51°8'18.312”W Cfa Pampean
dead tree 29°22'43"S
VOG25 Ganoderma RS Ganoderma sp | South October 2016 | stump 50°43'48"W Cfa Pampean
standing 29°22'44"S
VOG26 Ganoderma RS Ganoderma sp | South October 2016 | dead tree 50°43'49"W Cfa Pampean
standing 29°22'30"S
VOG27 Ganoderma RS Ganoderma sp | South October 2016 | dead tree 50°43'42"W Cfa Pampean
standing 29°9'28"'S
ICN202133 | VOG49 Ganoderma RS Ganoderma sp | South November |2016 | dead tree 51°41'50"W Cfa Pampean 5.9
standing 29°25'13"S
VOG52 Ganoderma RS Ganoderma sp | South November | 2016 | dead tree 50°2327"W Cfa Pampean
Amauroderma 19°54'49"S
VOG56 Amauroderma | ES sp. Southeast | December | 2016 | root 40°33'9"W Aw Atlantic
A.
ICN202135 | VOG59 Amauroderma | ES schomburgkii | Southeast | December |2016 | root Aw Atlantic
Amauroderma
VOG60 Amauroderma | ES sp. Southeast | December | 2016 | root Aw Atlantic
A
ICN202134 |VOG61 | Amauroderma | ES schomburgkii | Southeast | December | 2016 | root Aw Atlantic
VOG67 Amauroderma | ES A. cf. calcitum | Southeast | December | 2016 | root Aw Atlantic
A
ICN202136 | VOG68 | Amauroderma | ES schomburgkii | Southeast | December | 2016 | root Aw Atlantic 1.3
fallen tree
VOG69 Ganoderma ES Ganoderma sp | Southeast | December | 2016 | stump Aw Atlantic
A. 19°54'22"'S
ICN200400 | VOG70 | Amauroderma | ES schomburgkii | Southeast | December | 2016 | root 40°32'29W Aw Atlantic 1.7
A. 19°54'22"'S
ICN202137 |VOG71 | Amauroderma | ES schomburgkii | Southeast | December | 2016 | root 40°32'29W Aw Atlantic
19°54'49"S
VOG72 Ganoderma ES Ganoderma sp | Southeast | December | 2016 40°33'09W Aw Atlantic
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19°53'57"S
VOG73 Ganoderma ES Ganoderma sp | Southeast | December | 2016 40°32'52W Cfa Atlantic
19°54'49"S
VOG77 Amauroderma | ES A. calcitum Southeast | December | 2016 40°33'09W Cfa Atlantic
fallen tree
VOG87 Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | stump Cfa Pampean
fallen tree
VOG88 Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | stump Cfa Pampean
VOG92 Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 Cfa Pampean
standing 30°01'38.38"S
VOG95 Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | dead tree 51°11'569.50W Cfa Pampean
standing 30°03'01.93S
VOG98 Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | dead tree 51°10'34.67"'W Cfa Pampean
standing 30°03'01.93S
VOG101 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | dead tree 51°10'34.67"'W Cfa Pampean
standing 30°03'01.93S
VOG102 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South January 2017 | dead tree 51°10'34.67"'W Cfa Pampean
A Parana
ICN200401 | ACM1370 | Amauroderma | PR schomburgkii | South January 2017 | root Cfb Forest
Parana
ICN202138 | ACM1374 | Ganoderma PR Ganoderma sp | South January 2017 Cfb Forest
25°21'5"S Araucaria
VOG103 | Ganoderma PR Ganoderma sp | South February 2017 51°28'3"W Cfa Forest
25°21'05"S Araucaria
VOG104 | Ganoderma PR Ganoderma sp | South February 2017 51°28'04"W Cfa Forest
25°21'05"S Araucaria
VOG108 | Ganoderma PR Ganoderma sp | South February 2017 51°28'04"W Cfa Forest
25°21'05"S Araucaria
VOG109 | Ganoderma PR Ganoderma sp | South February 2017 51°28'04"W Cfa Forest
A. 24°6'9"'S Araucaria
ICN202140 | VOG118 | Amauroderma | PR schomburgkii | South February |2017 | root 52°10'15"'W Cfa Forest
Amauroderma 24°6'2"S Araucaria
VOG124 | Amauroderma |PR sp. South February 2017 | root 52°19'05"W Cfa Forest
A 24°6'2"S Araucaria
VOG125 | Amauroderma |PR schomburgkii | South February 2018 | root 52°19'04"W Cfa Forest
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Foraminispora standing 24°6'3"'S Araucaria
ICN200398 | VOG127 | Foraminispora|PR rugosa South February |2019 |tree 52°19'2"'W Cfa Forest 3.0
A. 24°6'3"'S Araucaria
ICN202139 | VOG129 |Amauroderma | PR schomburgkii | South February |2017 | root 52°19'2"'W Cfa Forest
A. cf. 24°6'3"S Araucaria
VOG130 |Amauroderma |PR praetervisum South February 2017 | root 52°192"W Cfa Forest
Ganoderma 24°6'3"'S Araucaria
ICN202142 | VOG131 | Ganoderma PR spl South February |2018 | root 52°19'2"'W Cfa Forest 2.4
A. Araucaria
ICN202141 | VOG134 | Amauroderma | PR schomburgkii | South February |2017 | root Cfa Forest
G. Araucaria
ICN200402 | VOG135 | Ganoderma PR multiplicatum | South February |2017 | root Cfa Forest
Cristataspora live tree 25°9'26"'S Araucaria
ICN200397 | VOG136 |Cristataspora |PR coffeata South February |2017 | root 53°50'13"W Cfa Forest 2.5
Ganoderma standing 25°9'17"'S Araucaria
ICN202143 | VOG137 | Ganoderma PR spl South February |2017 |tree 53°50'31"'W Cfa Forest
A.
schomburgkii 25°36'41"'S Araucaria
ICN202144 | VOG 140 | Amauroderma | PR South February |2018 | root 54°25'56""W Cfa Forest
A.
schomburgkii 25°36'44"'S Araucaria
ICN202145 |VOG141 | Amauroderma | PR South February |2019 | root 54°25'51"'W Cfa Forest
A 25°36'49"'S Araucaria
ICN202146 | VOG143 | Amauroderma | PR schomburgkii | South February |2020 | root 54°25'49"'W Cfa Forest
A 25°38'53"S Araucaria
ICN202147 |VOG147 | Amauroderma | PR pseudoboletus | South February |2017 | root 54°27'9"'W Cfa Forest
A. Araucaria
ICN200405 | VOG148 | Amauroderma | PR schomburgkii | South February |2017 | root Cfa Forest
Ganoderma standing 30°12'39.6"'S
ICN202148 | VOG149 | Ganoderma RS spl South March 2017 | dead tree | 51°35'45.6"'W Cfa Pampean 8.7
30°02'20.98"S
VOG150 | Ganoderma RS G. martinicense | South May 2017 | live tree 51°13'0.98"W Cfa Pampean
27°13'57.61"S
VOG153 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South May 2017 |fallenlog | 53°51'04.82"W Cfa Pampean
VOG156 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South June 2017 | fallen log 29°26'38"S Cfa Pampean
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50°36'50"W
29°26'38"S
VOG157 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South June 2017 | fallen log 50°36'50"W Cfa Pampean
29°26'38"S
VOG160 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South June 2017 | fallen log 50°36'50"W Cfa Pampean
29°26'38"S
VOG161 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South June 2017 | fallen log 50°36'50"W Cfa Pampean
living 30°10'26"S
VOG169 | Ganoderma RS G. martinicense | South June 2017 | Espinilhos 57°31'11"W Cfa Pampean
G. living 30°10'26"'S
ICN202149 | VOG170 | Ganoderma RS martinicense South June 2017 | Espinilhos | 57°31'11"'W Cfa Pampean
living 30°10'26"S
VOG172 | Ganoderma RS G. martinicense | South June 2017 | Espinilhos 57°31'11"W Cfa Pampean
tree 30°10'26"S
VOG173 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South June 2017 | stumps 57°31'11"W Cfa Pampean
29°40'36"S
VOG174 | Ganoderma RS Ganoderma sp | South August 2017 | living tree 53°42'52"W Cfa Pampean
Ganoderma standing 30°12'39.6"'S
ICN202151 | VOG210 | Ganoderma RS spl South January 2018 | dead tree | 51°35'45.6"'W Cfa Pampean 7.0
tree
VOG211 | Ganoderma RS G. martinicense | South January 2018 | stumps Cfa Pampean
G. tree
ICN202152 |VOG212 | Ganoderma RS martinicense South February |2018 | stumps Cfa Pampean
A
ICN202153 | GAS1302 | Amauroderma | SP schomburgkii | Southeast | February |2018 | root Cfb Atlantic
A
ICN200403 | SCF2962 | Amauroderma | RS schomburgkii | South February |2018 | root Cfa Pampean
A 19°53'46"S
VOG217 | Amauroderma |ES schomburgkii | Southeast | November | 2018 | root 40°32'32"W Aw Atlantic
A.
schomburgkii 19°53'46"S
VOG218 | Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root 40°32'32"W Aw Atlantic
A.
schomburgkii 19°53'46"S
VOG219 | Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root 40°32'32"W Aw Atlantic
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A
schomburgkii 19°53'46"S
VOG214 | Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root 40°32'32"W Aw Atlantic
fallen tree 19°53'46"S
VOG216 | Ganoderma ES Ganoderma sp | Southeast | November | 2018 | stump 40°32'32"W Aw Atlantic
A
schomburgkii
VOG220 |Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root Aw Atlantic
A
schomburgkii
VOG221 | Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root Aw Atlantic
A.
schomburgkii
VOG222 | Amauroderma |ES Southeast | November | 2018 | root Aw Atlantic
tree
VOG223 | Ganoderma RS G. martinicense | South November | 2018 | stumps Cfa Pampean
tree
VOG224 | Ganoderma RS G. martinicense | South December | 2019 | stumps Cfa Pampean
Amauroderma 22°29'35"S
FTF262 | Amauroderma |[RJ sp. Southeast | May 2017 | root 43°4'24"0 Cfb Atlantic
Amauroderma
FTF230 Amauroderma | RJ sp. Southeast | May 2017 | root Cfb Atlantic
30°22°40”S
ICN202150 | Gas1118 | Ganoderma RS G. stipitatum South May 2017 | root 51°1°23”W Cfa Pampean 4.0
Amauroderma Araucaria
MP249 Amauroderma | PR sp. South June 2017 | root Cfb Forest
Standing Araucaria
ICN200399 | GAS1084 | Foraminispora | PR F. rugosa South February |2017 |tree Cfb forest

NOTE: samples subject to phylogenetic molecular in this study are indicated in bold. Cfa: Humid subtropical zone, with hot summer; Cfb: Humid subtropical zone, with

temperate summer; Aw: Tropical zone, with dry winter.
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Supplementary material D: Activity of biofilm inhibition and bacterial growth inhibition of A. schomburgkii ethanolic extract against P.

aeruginosa (Gram-negative bacteria).
P. aeruginosa ATCC 27853
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

Muitas espécies de Ganoderma exibem alta plasticidade fenotipica. Desta
forma, apenas a avaliagcdo morfologica para definir uma espécie nao fornece dados
suficientes para a separacao das espécies dentro deste género em especial. Fruto
disto, existe uma imensa confusdo taxondmica e muitas espécies cripticas
permanecem classificadas dentro de complexos, sem uma identidade definida,
principalmente nos Neotropicos (onde muitas vezes se utilizam nomes de espécies
descritas em regides temperadas do Hemisfério Norte (Cabarroi-Hernandez et al.,
2019).

O objetivo deste trabalho n&o foi retificar o “caos” (Ryvarden, 1991)
taxondmico do género Ganoderma. Infelizmente, ainda faltam ferramentas eficientes
para definir inequivocamente as espécies. Contudo, o potencial farmacoldgico
destes macrofungos vém sendo descrito sem o devido rigor na identificagcdo e muitas
vezes sem o depdésito do voucher.

Este trabalho pretende alertar para o risco de descrédito quanto ao potencial
farmacoldgico destes fungos, pois a falta de repetibilidade nos resultados pode
apenas ser fruto do uso de amostras com identificacdo equivocada. Isto tem
acontecido com G. lucidum, a medida que os produtos vendidos sob essa
identidade, correspondem, na verdade, a outras espécies (Lai et al., 2004, Osuji et
al., 2016, Hennicke et al., 2016, Papp et al., 2017, Loyd et al., 2018) e que muitas
vezes apresentam constituintes quimicos diferentes entre si. Nao bastasse isto,
espécies identificadas como G. applanatum estdo sendo reportadas em trabalhos
sem avaliacdo molecular e sem voucher. Estes trabalhos avaliam atividade
citotoxica, que muitas vezes ndo podem ser reproduzidas.

As amostras avaliadas aqui, quando a analise molecular ndo foi suficiente
para a identificagcdo, por uma questdo de seguranca, foram consideradas

Ganoderma sp. conforme demonstrado no Quadro 2.
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Quadro 2: Amostras de espécies cripticas que permanceram identificadas até o nivel de género.

Complexo “G. applanatum-autrale”
VOG4: Ganoderma sp.4
VOG14: Ganoderma sp.5
VOG15: Ganoderma sp.6
VOG49: Ganoderma sp.7
ACM1374: Ganoderma sp.8

Complexo “G. lucium”
GAS1118: Ganoderma sp.1
VOG149: Ganoderma sp.2
VOG210: Ganoderma sp.3
VOG131: Ganoderma sp.9

Gragcas aos recentes trabalhos taxondmicos envolvendo o0s géneros
Foraminispora (Costa-Rezende, 2017), Amauroderma (Costa-Rezende et al., 2016 e
2017) e da espécie C. coffeata (Costa-Rezende et al., 2020), as amostras contidas
neste trabalho foram identificadas corretamente e avaliadas farmacologicamente.

Alguns dos basidiomas amostrais de Ganodermataceae foram processados a
fim de se obter um isolado quimico, porém, foi uma tentativa infrutifera. Talvez, a
guantidade amostral ndo tenha sido suficiente (por exemplo, foram utilizados 3 g do
po6 do basidioma de G. martinicense). Trabalhos como os de Chen et al., 2017 (6 kg
de basidioma de ‘G. lucidum’ de uma montanha na China), Su et al., 2020 (39 Kg de
basidioma de ‘G. lucidum’ coletado na provincia de Yunnan, China), Huang et al.,
2017 (2.5kg de basidioma de G. calidofilum coletados na provincia de Hainan,
China), Chen et al., 2018 (48 kg de G. resinaceum coletados na provincia de Hainan,
China), entre varios outros, foram realizados a partir de massa amostral centenas de
vezes maior.

Ao realizar a analise fitoquimica preliminar nos extratos, o resultado

demonstrou a presenca de varias classes de compostos (tabela 4 e fig. 12):

Tabela 4: Extratos etandlicos sujeitos a reacao de coloracdo com reveladores classicos

Acido Cloreto
fosfomolibdico- férrico Anisaldeido Ninidrina
Corante de Sulflrico
10%
Shorr
Amostra Espécie Cp_mpostos L
fendlicos, ceras Fendis,
Compostos .
de s terpenos, Aminas
. fendlicos e , o
hidrocarbonetos, A acucares e | primarias
) enolizaveis. e
alcaloides e esterois.
esterois.
++
VOG149 Ganoderma sp.2 ++ ++ +
. +++ +++ +++ +
VOG150 | Ganoderma martinicense
+++ +++ +++ +
VOG127 F. rugosa
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VOG136 C. coffeata i ot F++ +
VOG70 A. schomburgkii +++ +++ 4+ +
VOG148 A. schomburgkii +++ +++ +++ +

Fig. 12: Extratos etandlicos sujeitos aos testes colorimétricos classicos, resultados. Da esquerda para
a direita séo apresentadas as amostras Ganoderma sp2, Ganoderma martinicense, Foraminispora
rugosa, Cristataspora coffeata, Amauroderma schomburgkii (VOG 70 e VOG148), bem como o0s
padrées de Ergosterol e Acido Betulinico. Os reveladores sdo em A: acido fosfomolibdico, B: cloreto
férrico 10%, C: anisaldeido sulfdrico e D: ninidrina. Eluente: Diclorometano (2x).

Quanto a andlise quimica dos extratos brutos, apenas o extrato de F. rugosa
foi avaliado por Cromatografia Liquida de Ulta Performance associada a
espectrobmetro de massas (UHPLC-QTOF-MS). Esta técnica facilitou a identificacao
e caracterizacdo de compostos conhecidos baseando-se na sua formula molecular,
massa exata e fragmentacdo de massas, além de diferenciar compostos isobaricos.
Porém, foi incapaz de identificar compostos inéditos.

Assim, a partir da analise fitoquimica preliminar, realizada em cromatografia
por camada delgada (fig. 16) e nos iniumeros trabalhos reportados na literatura
envolvendo separacdo e identificacdo por UHPLC-QTOF-MS, foi investigada a
presenca de terpenoides nos extratos (moléculas com C, H e O).
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Os padrdes de fragmentacdo dos anéis A, B, C e D, tipicos de terpendides,
foram retirados de trabalhos como o de Yang et al., 2007. Nestes trabalhos foram
apresentados padrdes classicos de fragmentacdo de acidos ganodéricos em G.
lucidum. Além disto, trabalhos de Zhang et al., 2018, que observaram a quebra dos
anéis no acido ganodérico A, como mostra a representacéo geral da fig. 13.

A quebra dos aneis depende da estrutura do acido ganodérico e de seus
substituintes. De modo genérico as quebras, apés perda de H20 e CO2, ocorrem
como apresentadas na fig. 14.

Os compostos quimicos identificados em F. Rugosa, estdo apresentados no Artigo
1.

P

Fig.13: Fragmentacao de acido ganoderico A, segundo Zhang et al., 2018.

Fig.14: Padrdo geral de fragmentacao de &cidos ganodericos, segundo Whang et al., 2007

Foram identificadas 13 moléculas em F. Rugosa, dentre elas 5 oxilipinas com

C18, importantes moléculas de comunicacéo entre Reinos (Fischer e Keller, 2016).

Ensaios bioldgicos

Foram realizados trés ensaios biologicos a fim de clarear o perfil

farmacoldgico das espécies em estudo.
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Nos ensaios de citotoxicidade (tabelas 5 e 6), nenhuma das amostras
apresentou potencial para ser utilizada como agente citotéxico. O ensaio foi
realizado contra linhagens tumorais de MIAPaCa-2 (cancer de pancreas humano),
MEV-3 (melanoma), U-87 (glioblastoma), OVCAR-3(cancer de ovério), MF-7 (cancer
de mama), SH-SY5Y (neuroblastoma humano) e contra linhagens ndo tumorais de
C-6 (células gliais), L929 (fibroblastos), EpG-2 (hepatoma), Vero (células epiteliais
renais) a fim de se verificar o indice de seletividade.

Neste trabalho foi. levada em consideracdo a prerrogativa do Instituto
Nacional do Céancer (NCI, USA), que determina um valor de 1Cso menor do que 20
Hg/mL para extratos oriundos de produtos naturais em ensaios preliminares (Abdel-
Hameed et al., 2012).

Os extratos etandlicos de A. schomburgkii, F. rugosa. C. coffeata e
Ganoderma spl foram considerados moderadamente toxicos, pois ndo sao
totalmente desprovidos de toxicidade. Somente o extrato de G. martinicense,
espécime VOG212, apresentou toxicidade préxima a recomendada pelo NCI (32.4

png/mL) quando avaliado frente as células de cancer de mama MF-7.

Os extratos também foram avaliados quanto ao potencial de inibicdo de
biofime de S. aureus ATCC6538. Destes, dois extratos de A. Schomburgkii,
amostras ACM1370 e SCF2962, além de serem originados de amostras bem
identificadas por taxonomia classica e por analise molecular, apresentaram atividade
de inibicdo de crescimento bacteriano moderada. O agente microbiano que nao
elimina as bactérias, evitando assim o estresse seletivo, que pode levar a processos
de desenvolvimento de resiténcia, € um dos resultados esperados para um agente

antibiofilme.

Aqui foi reportada pela primeira vez a atividade antibiofime de A.

schomburgkii (vide Artigo 2).

Na sequéncia da bioprospeccdo em Ganodermataceae, foi realizado o ensaio
tricomonicida frente a Trichomonas vaginalis. Em um screening prévio, 0s critérios

para selecionar os extratos foram:
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e Boa solubilidade no meio TYM, o0 que acarretou o descarte de G. martinicense
(VOG150 e VOG212).
e Menor ICso (menor concentragdo que elimina metade dos trofozoitos) no

screening prévio com extratos na concentracdo de 1mg/ml (Gréfico 2).

No grafico 1, pode-se observar a atividade do extrato de G. Martinicense (
VOG212), com 100% de inibicdo dos trofozoitos, porém, devido aos problemas de
solubilizagdo, esta amostra foi descartada e a amostra de Ganoderma sp3
(VOG210) foi considerada como a que apresentou o melhor resultado (80.84% de

inibicdo dos trofozéitos) a uma concentracao de 1mg/ml.
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Grafico 1: Screening do potencial tricomonicida das amostras de Ganodermataceae em estudo

Desta forma, o extrato de Ganoderma sp3 (VOG210) foi escolhido para sofrer
separacao por solvente.

O extrato bruto foi extraido com ciclo hexano (CeH12) e acetato de etila
(C4Hs02), gerando as subfracbes VOG210CH e VOG201AC, respectivamente.
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Gréfico 2: Potencial tricomonicida das subfracdes acetato de etila (VOG210AC) e ciclohexanica
(VOG210CH) de Ganoderma sp3.

As fracoes ciclohexanica (VOG210CH) e acetato de etila (VOG210AC) do
extrato de Ganoderma sp3, em uma concetracdo de 1mg/mL, foram novamente
testadas frente a T. vaginalis e foi demonstrado que a fracdo ciclohexanica foi mais
potente, eliminando 100% dos trofozoitos. Pode-se concluir assim, que o0s
constituintes mais apolares de Ganoderma sp3 sdo 0s compostos ativos (grafico 2).

Também foi avaliada a curva dose-resposta para calculo do ICso (concetracédo
que elimina metade dos trofozoitos) e a curva dose-resposta de citotoxicidade frente
as células Vero (grafico 4). A ICso contra os trofozoitos foi determina em 599,1ug/mL.
No ensaio de citotoxicidade contra células Vero o extrato foi considerado citotoxico,
com um indice de seletividade de 0.69. O indice de seletividade foi calculado pelo
valor de ICso em células epiteliais renais (414,7ug/mL) dividido pelo valor de ICso em
trofozoitos (599,1ug/mL).

Nota: O calculo do indice de seletividade corresponde ao valor do ICso para a
atividade do extrato em células Vero, dividido pelo valor do ICso nos trofozoitos.
Utilizamos os limites determinados por Bélzivin et al, 2003 que considera um indice
de seletividade promissor para valores superiores a trés. No caso deste ensaio, 0
indice de seletividade foi 0.69, demonstrando a citotoxicidade do extrato bruto em

células sadias de epitélio renal.
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Grafico 3: Curva dose-resposta do subextrato ciclohexanico de Ganoderma sp3 (VOG210CH) no

ensaio anti-Trichomonas

140
120
100

Cell viability (%)
=BE2E
| ®
’Q o
<
< |
3, —
< |
“ < |—
” < |——
< [—

Gréfico 4: Citotoxicidade do subextrato ciclohexanico de Ganoderma sp3 (VOG210CH) em células

epiteliais renais (Vero cells).

Como pode ser observado no grafico 3, a amostra Ganoderma sp3, subfracédo
ciclohexanica (VOG210CH), foi mais potente que a amostra extraida com acetato de
etila (VOG210Ac). Entretanto, o subextrato ciclo hexanico apresentou moderada
citotoxicidade frente a células VERO. Mais estudos devem ser realizados a fim de

esclarecer se as moléculas que sao citotéxicas sdo as mesmas que agem contra o
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parasita T. vaginalis, ou se sdo compostos distintos que podem ser separados e

entdo, demonstrar alguma aplicabilidade com um minimo de citotoxicidade.

10 CONSIDERACOES FINAIS/TRABALHOS FUTUROS

Baseado em toda a revisao bibliografica e nos resultados de bancada, serdo

apresentadas aqui as maiores limitacdes para a obtencéo de resultados e sugestdes

para aprimorar o que foi realizado até agora.

eUma das maiores dificuldades encontradas refere-se ao rendimento na
producdo dos extratos. Como visto no decorrer desta tese, o rendimento
apresentado foi baixo. Duas sugestdes ficam deste aprendizado. A primeira
€ escolher outra técnica para a producao dos extratos, como a extracao por
fluido supercritico. Esta técnica extrativa tem a vantagem de ser mais rapida
(pois pula a etapa de desalcoolizagéo), mais eficiente (extrai compostos
apolares com a mesma solubilidade do hexano) € ambientalmente amigavel

e barata (Sun et al. 2019).
A segunda, é a domesticacdo dos macrofungos com potencial farmacoldgico.
O cultivo in vitro tem a vantagem de aumentar a quantidade de extrato bruto
produzido sempre com a mesma cepa, controlando-se as variaveis
ambientais. Vérios trabalhos s&do encontrados na literatura relatando a
importancia de se conhecer as necessidades nutricionais e os gatilhos que
levam, por exemplo, Ganoderma lucidum a bioproduzir terpendides. Estudos
demonstraram a necessidade de adicdo ao meio de cultivo de um agente
oxidante (cobre, por exemplo) a fim de produzir extresse metabdlico e assim,
aumentar a quantidade de &cidos ganodéricos produzidos (Gao et al., 2019),
ou entdo variar a areacao, a quantidade de nitrogénio e de glicose no meio de
cultura (Hu et al., 2018). O cultivo artificial de G. lucidum foi desenvolvido com
sucesso em substratos soélidos na China na década de 1970. Produzido, a
mais de 40 anos, em ampla escala na China, Coréia e Japdo, existe a
dependéncia de cepas do tipo selvagem. Como a propaga¢do vegetativa
continua para producdo comercial leva a degeneracdo da qualidade das
cepas no decorrer do tempo, o desenvolvimento sustentado da industria de G.

lucidum enfrenta o risco de escassez de “sementes”. Baseado neste exemplo,
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ressalta-se aqui a importancia da manutencdo dos isolados miceliais das
cepas coletadas nesta pesquisa, a fim de garantir matéria prima para futuros
estudos. Além disto, para os espécimes selvagens aqui coletados, ndo ha
registros na literatura de protocolos para o cultivo in vitro para producdo de
grande quantidade de micélio e consequente, de metabdlitos de interesse.
Nem tdo pouco, trabalhos focados na analise do solo, que se relacionem com
estas espécies. Desta forma a domesticagcdo deveria iniciar por estas
reflexdes.

No decorrer deste periodo de doutoramento foram feitas tentativas de
cultivo com amostras isoladas de Amaurodema schomburgkii, porém, nao
foram frutiferas. O micélio desenvolveu-se em agar extrato de malte, mas néao
produziu metabolitos no tempo de 21 dias de cultivo, a 28°C, em cultura
estacionaria. Fica a sugestdo de manipular as variaveis ambientais e
nutricionais a fim startar a sintese de compostos bioativos. Baseado nos
resultado da atividade bioldgica frente a S. aureus, nossa hip6tese é que esta
espécie possui uma atividade promissora como inibidor de biofilme, fazendo-
se necessario, entdo, o isolamento quimico e determinacdo do mecanismo de
acao das moléculas envolvidas. Além disto, no ensaio de citotoxicidade, A.
schomburgkii apresentou atividade moderada, quando avaliado na forma de
extrato etandlico bruto. Mais estudos sao necessarios para a verificacdo de
guais os constituintes estao colaborando para a citotoxicidade do extrato.

eFoi feita a tentativa de isolamento quimico de compostos majoritarios. O
extrato de Ganoderma martinicense foi processado em coluna
cromatografica em silica gel 60, com eluicdo em gradiente (diclorometano:
ciclohexano:metanol), partindo de uma massa de 3.0g. Somado aos
problemas inerentes de isolamento de produtos naturais, como degradacgao
e pouco rendimento, chegou-se a conclusdo de que ha necessidade de

guantidade amostral muito maior para se obter um isolado.

eAs amostras coletadas no Bioma Pampa, em sua grande maioria, de
Ganodermas sem o pileo lacado. Poucas delas foram avaliadas
biologicamente devido ao fato de haverem muitos problemas taxonémicos a

serem resolvidos na identificacéo correta de Ganoderma.



153

eNa analise quimica por espectrometria de massas, a habilidade para
caracterizar o terpenoma foi limitada pela falta de moléculas nos bancos de
dados publicos com os respectivos fragmentos e os altos precos dos
padrdes. Poucos artigos cientificos apresentam os dados de fragmentacao.
As moléculas sédo isoladas e apenas massa exata € apresentada,
impossibilitando a identificacdo de compostos isobéricos. Considerando,
que este trabalho avaliou espécies pouco estudadas, a nivel de
biomoléculas, faz-se urgente o isolamento do maior nimero de moléculas
possivel e a incorporacdo dos dados de fragmentacédo em bancos de dados

de acesso aberto.

11 CONCLUSAO GERAL

As é&reas Sudeste/Sul da Mata Atlantica sdo mais ricas em biodiversidade
fungica quando comparadas ao bioma Pampa.

Os espécimes coletados que permanecem desconhecidos ou identificados a
nivel de género precisam ser identificados utilizando outros marcadores genéticos,
ou outro tipo de tecnologia.

Este trabalho demonstrou o potencial dos espécimes coletados,
principalmente de Amauroderma schomburgkii como agente anti-biofilme de S.
aures e de uma espécie nao identificada (VOG210) como agente tricomonicida.

Quanto a atividade anti-tumoral, G. martinicense apresentou os melhores
resultados e, apesar do ICso estar acima do preconizado, merece atencédo e pode
conter compostos quimicos ativos contra linhagens tumorais de cancer de mama.
Estudos mais refinados devem esclarecer quais 0s compostos atuam como
citotdxicos e por quais mecanismos o fazem.

Através de espectrometria de massas, foi detectada a presenca de oxilipinas

C18 em F. rugosa.
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