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COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ACAO LEISHMANICIDA E
PROCESSOS PARA PRODUCAO DAS MESMAS

Campo da invencao
[001] A presente invencdo relaciona-se de forma geral Qos

campos da biotecnologia, bioprocessos industriais, bioquimica,
parasitologia, microbiologia, patologia, medicina e doencas
infecciosas. Especificamente, frata sobre composicdes parainibir a
multiplicacdo de parasitos pertencentes ao género Leishmania ou
prevenir as infeccdes causadas por protozodrios, do género
Leishmaniae processos para a producdo das mesmas. Mais
especificamente, frata sobre processos de fabricacdo do material que
é utilizado nas referidas composicoes. Estes processos incluem etapas
de cultivo micelial de Basidiomycota em biorreatores e recuperacdo

das substancias leishmanicidas produzidas.

Historico da Invencao

Leishmanioses

[002] Doencas infecciosas sdo aquelas que podem ser
transmitidas, direta ou indiretamente, de uma pessoa para outra. SGo
causadas por microrganismos patogénicos, como bactérias, virus,
fungos ou parasitos. Apesar do atual sucesso alcancado no confrole de
algumas doencas tfransmissiveis, algumas apresentam quadro de
persisténcia. Nesse grupo, estdo as leishmanioses (nas formas
clinicas,visceral e tegumentar), para as quais, além da manutencdo de
elevadas prevaléncias, constata-se expansdo na drea de ocorréncia,
em geral associada as modificacdes ambientais provocadas pelo
homem (LAINSON, R.; SHAW, J.J. Evolution, classification and
geographical distribution. In: PETERS, W.; KILLICK-KENDRICK, R. (Eds.), The
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Leishmaniasis in Biology and Medicine 1,Academic Press, London, 1-120,
1987).

[003] As leishmanioses sdo doencas parasitdrias causadas por
diferentes espécies de protozodrios flagelados do género Leishmania,
pertencentes a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O
parasito se desenvolve em um organismo vivo (mamiferos ou
flebotomineos) e se multiplica por fissdo bindria. Essencialmente sdo
consideradas zoonoses, mas fornam-se antropozoonoses quando hd
ingresso do homem no ciclo de fransmissdo do parasito (ASHFORD, R.W.
The Leishmaniases as emerging and reemerging zoonoses. International
Journal for Parasitology 30: 1269-1281, 2000).

[004] O ciclo celular de Leishmania tem duas fases distintas: uma
no hospedeiro vertebrado (forma amastigota) e outra no hospedeiro
invertebrado (forma promastigota). A forma amastigota, com formato
arredondado e sem flagelos, parasita o citoplasma de macréfagos
infectados de hospedeiros vertebrados. A fransmissdo habitual
acontece por meio de insetos de vdrias espécies de vetor
(flebotomineos), que adquirem o parasito ao picar animais infectados
(reservatérios). O parasito diferencia-se e é transmitido ao homem ou a
outros mamiferos sob a forma promastigota, de formato alongado e
flagelado.

[005] A manifestacdo da doenca ocasiona o surgimento de
lesdes cut@neas ou o comprometimento de o&rgdos internos. Sua
gravidade é ditada especialmente pela condicdo do sistema imune do
individuo infectado. Neste processo, a espécie envolvida de Leishmania
também tem papel fundamental. Conforme a interacdo, uma grave
desregulacdo fisiologica ocorre nos tecidos em que hd presenca de
formas amastigotas do parasito.

[006] A infeccdo pode ocorrer de dois modos: visceral ou

cutdnea. A forma visceral (LV) € uma doenca sistémica que acomete
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particularmente figado, baco, medula &éssea e linfonodos. A forma
cutGnea acomete pele e mucosas (nasal e oral), manifestando-se
clinicamente nos formatos cldssico, tegumentar de mucosa e
tegumentar difusa. Uma forma cutnea, também denominada
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), inclui ao mesmo tempo
lesdes cut@neas e de mucosa.

[007] A doenca é endémica em muitas partes do mundo e tem
ampla distribuicdo. Estd localizada, majoritariamente, em regides de
pobreza, sendo reconhecidamente negligenciada. Além do
envolvimento da salde e do bem-estar psicoldégico do doente, constitui
um significante entrave ao desenvolvimento socioeconémico (THOMALZ-
SOCCOL et al. A new focus of cutaneous leishmaniasis in the central
area of Parand State, southern Brazil. Acta Tropica 111: 308-315, 2009).

[008] Existem aproximadamente 350 milhdes de pessoas sob risco
de infeccdo em 98 paises; destes, 72 sdo paises em desenvolvimento. A
prevaléncia da leishmaniose é de aproximadamente 12 milhdes de
casos em todo o mundo. Estima-se a revelacdo de dois milhdes de
NOVOS CAsos anuais, sendo 1,5 milhdes correspondentes a leishmaniose
cutGnea e 500 mil de leishmaniose visceral (WHO - World Health
Organization. Leishmaniasis and Leishmania/HIV co-infection. WHO
report on global surveilance of epidemic-prone infectious diseases.
Acessado em:
http://www.who.int/csr/resources/publications/surveillance/Leishmaniasi
s, 2011).

[009] A leishmaniose visceral tem ampla distribuicdo, ocorrendo
na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas. De
acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 90% de
novos casos ocorrem no Brasil, india, Nepal, Bangladesh e Sud&o (WHO -
World Health Organization, Research on leisnmaniasis. Acessado em:
http://www.who.int/leishmaniasis/ 2011); (GRADONI, L.; SOTERIADOU, K.;
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LOUZIR, H.; DAKKAK, A.; TOZ, S. O.; JAFFE, C.; DEDET, J.-P.; CAMPINO, L.;
CANAVATE, C.; DUJARDIN, J.C. Drug regimens for visceral leishmaniasis in
Mediterranean countries. Tropical Medicine & International Health 13:
1272-1276, 2008).

[010] A Leishmaniose Tegumentar Americana, a forma cuténea
mais grave, distribui-se amplamente no continente americano,
extendendo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina.
Esta presente principalmente no Brasil, com casos em todos os estados
do Brasil. (CDC - Centers for Disease Control and Prevention. The yellow
book, health information for travelers, CDC 2010); (SVS / MS - Secretaria
de VigilGncia em Saude, Ministério da Saude. Fundacdo Nacional de
Saude. Manual de Vigil@ncia da Leishmaniose Tegumentar Americana.
2.ed. Brasilia, 2007).

[011] De modo geral, as leishmanioses sdo de dificil erradicacdo,
pois possuem uma diversidade de aspectos epidemiolégicos e clinicos.
Mesmo para patologias semelhantes, hd grande variacdo de
antigenicidade, que impede o desenvolvimento de uma vacina eficaz
(SUVERCHA BHARDWAJ A, R.K. VASISHTA B, SUNIL K. ARORA. Vaccination
with a novel recombinant Leishmania antigen plus MPL provides partial
protection against L. donovani challenge in experimental model of

visceral leishmaniasis. Experimental Parasitology 121: 29-37, 2009).

Fungos, macromicetos e micotecnologia

[012] Os fungos sdo organismos com caracteristicas diferentes dos
vegetais e animais. SGo eucariotos. Podem ser aqudticos, terrestres e até
mesmo aéreos. Sao aclorofilados e, portanto, heterotréficos, devendo
retirar o material e a energia para sua constituicdo da decomposicdo
de material orgdnico. Podem ser saprobios, parasitas ou simbiontes. SGo
capazes de realizar reproducdo assexuada e, em alguns casos,

sexuada. Alguns sdo unicelulares, como as leveduras e oufros sdo
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multicelulares, como os mofos, bolores e cogumelos. As espécies de
fungos sdo classificadas como pertencente ao reino Fungi, porém
algumas sdo consideradas, por alguns autores, como pertencentes a
outros reinos, como protozoa e chromista (PUTZKE, J.; PUZKE, M. T. L.
Generalidades sobre fungos. In: Os reinos dos fungos. 2 ed., 1(1): 21-30,
ed. Edunisc, Santa Cruz do Sul, 2004).

[013] Estima-se que exista aproximadamente 1,5 milhdo de espécies
de fungos no planeta. Destas, menos de 70.000 sdo conhecidas
(HAWKSWORTH, D.L. The fungal dimension of biodiversity: magnitude,
significance, and conservation. Mycological Research, 95, (6): 641-
655,1991). Menos de 0,5% das espécies conhecidas sdo utilizados para
processos produtivos industriais. Pelo menos 3.608 espécies de fungos
nativos do Brasil foram descritas e encontram-se na Lista de Espécies da
Flora, organizada pelo Ministério do Meio Ambiente. Das espécies
nativas descritas, 523 sdo endémicas (MAIA, L. C.; CARVALHO JR., A. A.
Fungos. In: Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Boté&nico do RJ.
http://floradobrasil.jori.gov.br/2010/FBO00003, 2010).

[014] Macromicetos ou macrofungos, popularmente conhecidos
como cogumelos, sdo fungos que produzem corpos de frutificacdo
visiveis a olho nu. O ciclo de vida desses organismos pode ser resumido
nas seguintes etapas: 1. Os corpos de frutificacdo produzem esporos; 2.
Os esporos, sob condicdes propicias, germinam dando origem a
estruturas  multicelulares  flamentosas mononucleadas  hapldides,
denominadas micélio primdrio; 3. Dois micélios primdrios compativeis se
fundem para formar um micélio com dois nUcleos hapldides por célula,
denominado micélio secunddrio; 4. o micélio secunddrio é capaz de
gerar os tecidos que ddo origem a corpos de frutificacdo, fechando o
ciclo. Os macromicetos podem ser classificados em basidiomicetos ou
ascomicetos, dependendo da forma das estruturas que produzem

esporos. A maioria dos macrofungos sdo basidiomicetos (ARORA, D.
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What is a mushroom. In: Mushrooms Demystified, a comprehensive guide
to the fleshy fungi, 2% ed., c.1, pp.4-5. Ten Speed Press, Berkeley, 1986);
(WRIGHT, J. E.; ALBERTO, E. Hongos. Guia de la region pampeana. v. |
(Hongos con laminillas). Ed. L.O.L.A., Buenos Aires, 2002).

[015] Podemos utilizar o termo micotecnologia para classificar as
tecnologias decorrentes do emprego de fungos. Desde as
fermentacdes mais fradicionais, como as empregadas na producdo de
bebidas alcodlicas, pdes e queijos até o cultivo micelial submerso de
linhagens genetficamente modificadas podem ser consideradas
micotecnologias. Outros exemplos incluem: o cultivo de cogumelos
comestiveis e medicinais, a producdo de alimentos fermentados como
0 shoyu, o tempéh e o misé (SOCCOL, C. R. Aproveitamento do residuo
de soja da fabricacdo de extrato hidrossolUvel para a elaboracdo de
pasta de soja fermentada. In: IX Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Curitiba, 1986); (SOCCOL, C. R.
Aproveitamento do residuo de soja da fabricacdo do extrato
hidrossolUvel para a elaboracdo de molho fermentado de soja. In: Il
Encontro Sul Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Londring,
1988).

[016] Alguns produtos de aplicacdo industrial, como o dcido citrico
e diversas enzimas, também sdo produzidos em larga escala através do
cultivo de fungos filamentosos (MACIEL, G. M.; VANDENBERGUE, L. P. S.;
HAMINIUK C. W. I.; SOCCOL, C. R.; Characterization and stability of
xylanase produced by SSF with Aspergillus niger, using sugar cane
bagasse and soybean meal as substrate. In: XVI Simpdsio Nacional de
Bioprocessos. Anais SINAFERM 2007, p. 1-13, Curitiba, 2007); (RODRIGUEZ,
C.; VANDENBERGHE, L. P. S.; SPIER, M. R.; ROEPCKR, C. B. S.; SOCCOL, C.
R. Increase of citric acid production by solid-state fermentation using
citric pulp as substrate and random mutagenesis induced by UV in

Aspergillus niger. In: XVI Simpdsio Nacional de Bioprocessos - Anais
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SINAFERM 2007, p.1-10, GRAFFIT, Curitiba, 2007). Uma aplicacdo de
grande destaque na atualidade é a producdo de biocombustiveis,
notadamente o etanol, a partir da fermentacdo dos mais variados
substratos por leveduras. Os substratos usuais sGo ricos em mono e
dissacarideos (SIQUEIRA, P.; KARP, S.; CARVALHO, J.; STURM, W
RODRIGUEZ-LEON, J.; THOLOZAN, J.; SINGHANIA, R.; PANDEY, A,
SOCCOL, C.; SOCCOL, C. R. Production of bio-ethanol from soybean
molasses by Saccharomyces cerevisiae at laboratory, pilot and industrial
scales. Bioresource Technology 99:8156-8163, 2008), porém estd em fase
de pesquisa o chamado etanol de segunda geracdo, que poderd ser
obtido a partir de diversos materiais lignoceluldsicos através de
processos que dependem tanto de fungos filamentosos, como de
leveduras (P10221003887192; SELEGHIM, P.; POLIKARPQOV, I. Desafios para
transformar conceitos em realidade. In: Scientific American Brasil, 87: 32-
37, Dossié Biocombustivel, 2009).

[017] Outra aplicacdo com potencial grandemente inexplorado no
Brasil € o cultivo de cogumelos. Existem dezenas de espécies de
cogumelos comestiveis e medicinais produzidos comercialmente no
mundo inteiro (LEIFA, F.; SOCCOL, C. R.; PANDEY, A.; PAN, H. Production
of mushrooms. In: Advances in Fermentation Technology. (Org.: PANDEY,
A.; LARROCHE, C.; SOCCOL, C. R.; DUSSAP, C.-G.), AsiaTech
Publisher,INC, v. 1: 445-46, Nova Deli, 2008). Destas, apenas quatro sdo
produzidas em grande escala no pais (URBEN, A. F. Producdo de
cogumelos por meio de tecnologia chinesa modificada. Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, 2005).
Seguindo uma tendéncia atual de procura por alimentos sauddveis,
espera-se que 0 CoNsumo Possa aumentar nos proximos anos, se houver
um aumento na producdo de novas espécies e uma queda nNos precos.
Pouco se sabe sobre a comestibilidade de macromicetos nativos de

distribuicdo mais restrita, porém diversas espécies apresentam textura e
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aroma atrativos. Mais estudos sobre composicdo quimica e toxicidade
devem ser conduzidos, com o objetivo de identificar espécies
potencialmente comestiveis (MEIJER, A. A. R. Biodiversidade de
macrofungos da Mata Aflantica com potencial de uso na alimentacdo.
Em: Simpdsio de Recursos Genéticos para a América Latina e Caribe
(SIRGEALC), anais do congresso, Embrapa, Brasilia, 1999).

[018] Devem existir muitas espécies comestiveis desconhecidas na
Mata Atlé@ntica, levando em consideracdo o nUmero de espécies
comestiveis conhecidas em alguns paises micofilos. O investimento em
pesquisa nessa drea € estratégico. HG um mercado promissor no proprio
pais e de uma maneira mais imediata, nos paises micofilos,
especialmente na Europa e na Asia (NASS- National Agricultural Stafistics
Service. Mushrooms statistics. U. S. Department of Agriculture. Acessado
em: http://usda.mannlib.cornell.edu/usda/current/); (BOA, E.Wild edible
fungi, a global overview of their use and importance to people. In: Non-
wood forest products, 17, Food and Agriculture Organization of the
United Nations, Roma, 2004).0 Brasil € um grande produtor agroindustrial
e madeireiro. Da mesma forma, € um grande produtor de residuos
lignoceluldsicos, como palhas, cascas, bagacos, sabugos, farelos, etc.
Estes materiais geralmente sGo queimados para obtencdo de energia
ou misturados a adubos ou racdes animais. Nenhuma destas aplicacoes
apresenta tantas vantagens como a producdo de etanol ou o cultivo
de cogumelos.Além de gerar produtos de alto valor comercial, o
residuo gerado apds o cultivo de cogumelos tem propriedades
nutricionais incrementadas em relacdo aos substratos antes do cultivo,
devido & biomassa micelial desenvolvida e a decomposicdo do
substrato  pelas enzimas fungicas. Por esse motivo, os residuos
lignoceluldsicos tornam-se melhores componentes de racdes e adubos
depois de utilizados como substrato para cultivo de macromicetos (FAN,
L.; PANDEY, A.; SOCCOL, C.R. Flammulina velutipes on coffee husk and
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coffee spent-ground. Braz. Archieves of Biology and Technology 44: 205-
212, 2001); (BEAUX, M. R.; SOCCOL, C. R. Cultivo do fungo comestivel
Lentinula edodes em residuos agroindustriais do Parand através do uso
de fermentacdo no estado soélido. Boletim do CEPPA 14(1), 1996);
(STAMETS, P. Cultivating gourmet mushrooms on agricultural waste
products. In: Growing Gourmet and Medicinal Mushrooms, c¢.18, p.181-
189, ed. Ten Speed Press, Berkeley, 1993); (STAMETS, P. Maximizing
substrate’s potential through species sequencing. In: Growing Gourmet
and Medicinal Mushrooms, c¢.18, pp.419-422, ed. Ten Speed Press,
Berkeley, 1993). NGo apenas os residuos agroindustriais € da indUstria
madeireira podem ser utilizados, mas, a exemplo da China, diferentes
espécies de capim podem ser cultivadas para obtencdo de biomassa
para o cultivo de fungos. Nos paises asidticos, dezenas de espécies de
cogumelos comestiveis e medicinais sdo cultivadas utilizando-se esta
técnica, elegantemente nomeada “jun-cao”, que significa literalmente
cogumelo-capim em chinés. Pesquisadores da Embrapa testaram com
sucesso, diversas espécies de capim nativas do Brasil para cultivar
diferentes espécies de macromicetos (URBEN, A. F. Producdo de
cogumelos por meio de tecnologia chinesa modificada. Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, 2005).

[019] Os fungos sdo excelentes decompositores de matéria
orgd@nica, constituindo literalmente os recicladores da natureza. Esta
capacidade pode ser utilizada eficientemente para a degradacdo de
poluentes em estacdes de fratamento de efluentes ou mesmo em
acidentes ambientais, através da utilizacdo de indculos adequados. As
indUstrias serdo cada vez mais pressionadas a procurar alternativas de
processamento para os seus residuos nocivos, visando a transformagdo
destes em subst@ncias Uteis ou, no Minimo, mais amigdveis ao meio
ambiente e G saude. A resposta muitas vezes poderd vir da

micotecnologia (STAMETS, P. The medicinal mushroom forest/
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Mycorestoration. In: Mycelium running: how mushrooms can help save
the world. pp.33-120, Ten Speed Press, 2005); (SOCCOL, C. R.;
VANDENBERGUE, L. P. S.; WOICIECHOWGSKI, A. L.; DECHECHI, E.; PANDEY,
A.; THOMAZ-SOCCOL, V. Bioremediation: an important alternative for sail
and industrial wastes clean-up. Indian Journal of Experimental Biology 41:
1030-1045, Nova Deli, 2003).

[020] Algumas outras aplicacdes possiveis sdo a ufilizacdo de
fungos para controle bioldgico de pragas e o uso de fungos
ectomicorrizicos como inoculantes. Ambas aproveitam relacoes
ecologicas naturais:  parasitsmo e simbiose, respectivamente.
Habilidades metabdlicas muito especificas dos fungos podem ser
exploradas para a biofransformacdo de moléculas. Novos esterdides ja
estdo sendo produzidos desta forma. Esterdides fradicionais sdo
adicionados ao meio de culfivo e a versdo modificada das moléculas &€
extraida ao fim do processo. As modificacdes provocadas pelas
enzimas fungicas precisariaom de um grande nUmero de etapas para
serem realizadas de maneira totalmente sintética (MOORE, D. Fungi in
medicine- anfibiotics and other pharmaceuticals. In: Slayers, saviors,
servants and sex. An exposé of kingdom fungi. 2(5):1-7. Springer-Verlag,
Nova York, 2001).

[021] O numero de espécies de fungos atualmente disponivel para
a pesquisa nos bancos de germoplasma ao redor do mundo € bastante
grande. Estima-se que mais de 1.600.000 cepas de microrganismos,
incluindo mais de 500.000 linhagens de fungos sejom mantidas no
mundo inteiro, atualmente, gracas ao trabalho de mais de 6.000
pessoas. O Brasil € um dos paises que mantém o maior nUmero de
colecdes de linhagens de microrganismos. De acordo com o World
Federation for Culture Collections (WFCC), existem pelo menos 60
instituicdes que dispdem de bancos de germoplasma microbiano no

Brasil, mantendo aproximadamente 150.000 cepas de microrganismos
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(WFCC- World Federation for Culture Collections. The culture collection in
this world. WDCM Statistics. Acessado em:
http://wdcm.nig.ac.jp/statistics.html. 2011).

Potencial Biotecnolégico de fungos

[022] Diversos produtos obtidos a partir de fungos se destacam por
suas aplicacdes na drea farmacéutica. O exemplo mais cldssico € a
penicilina, produzida por fungos do género Penicillium, descoberta em
1928 e amplamente utilizada até os dias atuais. Uma série de outros
antibidticos também foi descoberta em fungos, como por exemplo: a
cefalosporina, o dcido fusidico e a griseofulvina. Macromicetos fambém
tém sido considerados quanto a producdo de antibidticos (OLIVEIRA-
SOUZA, C. M. C.; SOCCOL, C. R.; LEIFA, F.; PARADA, J. L.; DELINSKI G.
Afividade antimicrobiana dos caldos da fermentacdo submersa de
Lentinus edodes. In: XVI Simpdsio Nacional de Bioprocessos- Anadis
SINAFERM, p.1-8, 2007); (MOORE, D.; Fungi in medicine- antibiotics and
other pharmaceuticals. In: Slayers, saviors, servants and sex. An exposé
of kingdom fungi. 2(5): 1-7. Springer-Verlag, Nova York, 2001).

Existern muitas outras importantes substdncias de aplicacdo
medicinal produzidas por fungos. A ciclosporina € um imunossupressor,
que inibe a rejeicdo de o6rgdos transplantados. A gliotoxina € uma
subst@ncia imunomoduladora, também Ut no pds-operatdrio do
transplante de 6rgdos. A mevinolina € um agente hipocolesterolémico,
cujos derivados pravastatina, lovastatina e sinvastatina constituem as
substancias afivas principais de medicamentos que renderam bilhdes
de ddlares nos anos 90 (US 6,372,462); (MOORE, D. Fungi in medicine-
antibiotics and other pharmaceuticals. In: Slayers, saviors, servants and
sex. An exposé of kingdom fungi. 2(5): 1-7. Springer-Verlag, Nova York,
2001).
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[023] As substancias de aplicacdo famacoldgica mais importantes
derivadas de macromicetos sdo provavelmente uma série de
polissacarideos com acdo antitumoral indireta, derivados de vdrias
espécies, incluindo Lentinula edodes, Schizophyllum commune, Grifola
frondosa e Ganoderma lucidum. Sugere-se que estes polissacarideos
modulam o sistema imunoldgico, favorecendo o combate a tumores,
aumentando a resisténcia a infeccdes e controlando reacdes alérgicas.
Produtos como cdpsulas, xaropes, pds e ampolas injetdveis sdo
correntemente receitados e ministrados paralelamente a quimioterapia
e radioterapia em alguns paises asidticos (US 7,682,615); (RUBEL, R;
DALLA SANTA, H. S.; FERNANDES, L. C.; FILHO, J. H. C. L.; FIGUEIREDO, B.
C.; DI BERNARDI, R.; MORENO, A. N.; LEIFA, F.; SOCCOL, C. R. High
immunomodulatory and preventive effects against Sarcoma 180 in mice
fed with ling zhi or reishi mushroom Ganoderma lucidum (W. Curt.: Fr.) P.
Karst. (Aphyllophoromycetideae) mycelium. International Journal of
Medicinal Mushrooms 10: 37-48, 2008); (CHANG, S.-T.; MSHIGENI, K. E.
Mushrooms and human health: their growing significance as potent
dietary supplements. University of Namibia. Namibia, 2001).

[024] Ouvutras atividades medicinais detectadas, através da
aplicacdo de metodologias cientificas, em substéncias derivadas de
macromicetos incluem: atividade antioxidante, hipocolesterolémica,
hipotensiva, hepatoprotetora, antimicrobiana, antiparasitdria e mesmo
antiviral (SOCCOL, C. R.; DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.; VITOLA, F. M. D.;
LEIFA, F.; PANDEY, A.; SOCCOL, V. T. Mushrooms - a promising source to
produce pharmaceutical and nutfraceutical bioproducts. In: Current
topics on bioprocesses in food industry (ed. Koutinas, A.; Pandey, A.;
Larrouche, C.), v. 2, Asiatech, 2008); (RUBEL, R.; DALLA SANTA, H. S.; LIMA
FILHO, J. H. C.; LEIFA, F.; VITOLA, F. M. D.; SOCCOL, C. R. Diet
supplemented with Ganoderma lucidum shown preventive effect

against development of Sarcoma 180 in mice. In: XVI Simpdsio Nacional

Petica0 870200023127, de 17/02/2020, pag. 15/116



13 /87

de Bioprocessos. Anais SINAFERM 2007. GRAFFIT, CD. p.1-11, Curitiba,
2007); (RUBEL, R; DALLA SANTA, H. S.; LEIFA, L.; LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J.
H. C.; FIGUEIREDQO, B. C.; URBEN, A. F.; SOCCOL, C. R. Hypolipidic action
on mice after intaking feed supplemented with Ganoderma lucidum. In:
II Simpdsio Internacional sobre Cogumelos no Brasil. Anais: EMBRAPA
Documentos, 116: 190. Brasilia, 2004); (CHANG, S.-T.; MSHIGENI, K. E.;
Mushrooms and human health: their growing significance as potent
dietary supplements. University of Namibia. Namibia, 2001).

[025] No Brasil, apenas produtos derivados de Agaricus brasiliensis
(sin. A. subrufescens), conhecido como “cogumelo-do-sol”, sdo
popularmente empregados para diversas finalidades medicinais. Trata-
se de uma espécie nativa do interior do estado de Sdo Paulo, levada
ao Japdo nos anos 70 para ser estudada. Algumas atividades
farmacolégicas foram detectadas em experimentos cientificos com
esta  espécie. Destas, podem ser destacadas: atividade
imunomoduladora e antitumoral (LIMA, L. F. O.; HABU, S.; GERN, J. C.;
NASCIMENTO, B. M.; PARADA, J. L.; NOSEDA, M. D.; GONCALVES, A. G.;
NISHA, V. R.; PANDEY, A.; SOCCOL, V. T.; SOCCOL, C. R. Production and
Characterization of the Exopolysaccharides Produced by Agaricus
brasiliensis in Submerged Fermentation. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 151: 283-294, 2008); (ALMEIDA J. M.; SOCCOL, C. R;
RUBEL, R.; DALLA-SANTA, O. R.; DALLA SANTA H. S. Selecdo de cepas e
estudos de diferentes par@metros na producdo de biomassa e extracdo
de exo e infra polissacarideos de Agaricus brasiliensis. In: IX Encontro
Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Anais IX ERSCTA. p.
01-04, UFPR, Curitiba, 2007); (DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.; LEIFA, L.;
LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J. H. C.; FIGUEIREDO, B. C.; URBEN, A. F;
SOCCOL, C. R. Hypocholesterolemic activity of Agaricus blazei in mice.
In: Il Simpdsio Internacional sobre Cogumelos no Brasil. Anais: EMBRAPA
Documentos, 116, p.193, Brasilia, 2004); (DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.;
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LEIFA, L.; LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J. H. C.; FIGUEIREDO, B. C.; URBEN, A.
F., SOCCOL, C. R. Anfi-tumoral effect of supplemented feed with
Agaricus blazei on Sarcoma 180-bearing mice. In: Il Simpdsio
Internacional sobre Cogumelos no Brasil, Anais: EMBRAPA Documentos,
116: 193-194, Brasilia, 2004); (LEIFA, F.; SOCCOL, A.T.; GERMANO, S.L;
PANDEY, A; RAU, R.; PEDROSO, A.L.; SOCCOL, C.R. Production of extra-
celular polyssacaharides by Agaricus blazei Murrill in submerged
fermentation and antitumor effect. Int. J. Medicinal Mushrooms 4: 39-45,
2002).

[026]O grupo do pesquisador Carlos Ricardo Soccol realizou
trabalhos pioneiros nesta importante drea tecnoldgica. Foi um dos
primeiros no Brasil a avaliar o potencial de residuos agroindustriais como
substrato para diversos bioprocessos, inclusive o cultivo de
macromicetos (LEIFA, F.; PANDEY, A. & SOCCOL, C. R. In: Proceedings,
3rd International conference on mushroom biology and mushroom
products, Sydney, Autralia, pp.293-311, 1999); (BEAUX, M. R.; SOCCOL, C.
R. Cultivo do fungo comestivel Lentinula edodes em residuos
agroindustriais do Parand através do uso de fermentacdo no estado
solido. Boletim do CEPPA, 14(1), 1996); (TONIAL, T. M.; SOCCOL, C. R;
RAMOS, L. P.; CHIARELLO, M. D. Producdo de biomassa e metabdlitos
por Volvariella volvacea em fermentacdo submersa a partir de refugo
de batata e mandioca. Boletm do Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA), 14(2): 205-216, Curitiba, 1996).
Contribuiu em muitas dreas da micotecnologia, incluindo a producdo
de metabdlitos como dcido Idtico e dcido citrico, producdo de
enzimas, fdrmacos, biocombustiveis, nufracéuticos, antibidticos,
biopigmentos, bioaromas, tratamento de efluentes, biorremediacdo,
dentre outras aplicacdes (P10221003887192); (SOCCOL, C. R.; DALLA
SANTA, H. S.; RUBEL, R.; VITOLA, F. M. D.; LEIFA, F.; PANDEY, A.; SOCCOL, V.

T. Mushrooms- a promising source to produce pharmaceutical and
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nutraceutical bioproducts. In: Current topics on bioprocesses in food
industry (ed. Koutinas, A.; Pandey, A.; Larrouche, C.), v. 2, Asiatech,
2008); (SOCCOL, C. R.; VANDENBERGUE, L. P. S.; WOICIECHOWSKI, A. L.;
DECHECHI, E.; PANDEY, A.; THOMAZ-SOCCOL, V. Bioremediation: an
important alternative for soil and industrial wastes clean-up. Indian
Journal of Experimental Biology, 41: 1030-1045, Nova Deli, 2003).

Alguns dos frabalhos mais importantes deste grupo foram:

[027]Estudo da acdo anfitumoral in vivo de polissacarideos
produzidos pelo cultivo micelial submerso de Agaricus brasiliensis (LEIFA,
F. Production of extra-cellular polyssaccharide from Agaricus blazei by
submerged and solid state culture and its antitumor effect. 111 p. Tese
de Doutorado em Processos Biotecnoldgicos, UFPR, Curitiba, 2003);
(LEIFA, F.; SOCCOL, A.T.; GERMANO, S.L.; PANDEY, A; RAU, R.; PEDROSO,
A.L; SOCCOL, C.R. Production of extra-celular polyssacaharides by
Agaricus blazei Murrill in submerged fermentation and anfitumor effect.
Int. J. Medicinal Mushrooms 4. 39-45, 2002). Utilizacdo de diversos
residuos agroindustriais como substrato para o cultivo de diversas
espéecies de macromicetos (LEIFA, F.; SOCCOL, C. R.; PANDEY, A.; PAN,
H. Production of mushrooms. In: Advances in Fermentation Technology.
(Org.: PANDEY, A.; LARROCHE, C.; SOCCOL, C. R.; DUSSAP, C.-G.),
AsiaTech Publisher,INC, v. 1, p. 445-46, Nova Deli, 2008); (SOCCOL, C. R.;
LEIFA, F.; Coffee residues for shiitake cultivation. In: Mushroom grower’s
handbook. 1(2): 110-113, MUSHWORLD, Seul, 2005).

[028]Avaliacdo de uma série de pardmetros associados a
propriedades farmacoldgicas das espécies Ganoderma lucidum e
Agaricus brasiliensis, incluindo: atividade antitumoral in vivo, atividade
hipocolesterolémica (dentre outras alteracdes no perfil lipidico) e
imunomodulacdo. Citometria de fluxo foi utilizada para quantificar
alteracdes nas principais populacdes de linféocitos e no perfil de

citocinas produzidas em camundongos alimentados com cereaqis
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fermentados pelo micélio dos macrofungos citados. Foram detectadas
atividades farmacoldgicas significativas em todas as dreas pesquisadas.
As metodologias implantadas serdo Uteis na prospeccdo de substéncias
em macromicetos nativos (DALLA SANTA H. S.; SOUSA, N. J.; PITINER E.;
DALLA SANTA, O. R.; SOCCOL, C. R. Controle Biolégico de Pragas de llex
paraguariensis (A.St.-Hil) com Fungo Beauveria sp.; Floresta (UFPR.
Impresso), 39: 67-76, 2009); (DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.; LEIFA, L.;
LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J. H. C.; FIGUEIREDO, B. C.; URBEN, A. F;
SOCCOL, C. R. Hypocholesterolemic activity of Agaricus blazei in mice.
In: Il Simpdsio Internacional sobre Cogumelos no Brasil. Anais: EMBRAPA
Documentos, 116,p.193, Brasilia, 2004); (DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.;
LEIFA, L.; LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J. H. C.; FIGUEIREDO, B. C.; URBEN, A.
F., SOCCOL, C. R. Anti-tumoral effect of supplemented feed with
Agaricus blazei on Sarcoma 180-bearing mice. In: Il Simpdsio
Internacional sobre Cogumelos no Brasil, Anais: EMBRAPA Documentos,
116: 193-194, Brasilia, 2004); (RUBEL, R; DALLA SANTA, H. S.; LEIFA, L.;
LORQUIN, J.; LIMA FILHO, J. H. C.; FIGUEIREDO, B. C.; URBEN, A. F;
SOCCOL, C. R. Immmunestimulating activity of supplemented feed with
Ganoderma lucidum on Sarcoma 180-bearing mice. In: Il Simpdsio
Internacional sobre Cogumelos no Brasil, Anais: EMBRAPA Documentos
116, p.191, Brasilia, 2004); (SOCCOL, C. R.; RUBEL, R.; SANTA, H. S. D.;
LEIFA, F. Producdo de exopolissacarideos por Agaricus brasiliensis e
Ganoderma lucidum em cultura submersa e avaliacdo da acdo
anfitumoral em animais. In: Second International Symposium on
Mushrooms in Brazil. Anais I SICOG. EMBRAPA 1: 165-169, Brasilia, 2004).
Estudos relativos & producdo de enzimas por diversos fungos,
especialmente deuteromicetos. Uma enzima de interesse, cuja
producdo vem sendo otimizada nos laboratérios da UFPR € a fitase, Util
no processamento de racdes, por promover maior absorcdo de

nutrientes, especialmente fésforo, pelos animais (SPIER, M. R.; LETTI, L. A.
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J.; WOICIECHOWSKI, A. L.; SOCCOL, C. R. A simplified model for A. niger
FS3 growth during phytase formation in solid-state fermentation. Brazilian
Archives of Biology and Technology, 52: 151-158, 2009); (SPIER, M. R.;
GREINER, R.; RODRIGUEZ-LEON, J. A.; WOICIECHOWSKI, A. L.; SOCCOL, V.
T.; SOCCOL, C. R. Phytase production using citric pulp and other residues
of the agro-industry in SSF by fungal isolates. Food Technology and
Biotechnology 46: 178-182, 2008); (SPIER, M. R.; WOICIECHOWSKI, A. L.;
RODRIGUEZ-LEON, D. E.; ARAKAKI, A.; SCHEIDT, G. N.; SOCCOL, C. R.
Comparison of phytase production by a new fungus isolated strain in
different types of bioreactor. In: XVI Simpdsio Nacional de Bioprocessos.
Anais SINAFERM 2007. p. 1-9, Curitiba, 2007). Outras enzimas fungicas,
com importantes atividades cataliticas, pesquisadas no laboratério
incluem xilanases, amilases e proteases (MACIEL, G. M.; VANDENBERGHE,
L. P.S.; HAMINIUK C. W. |.; SOCCOL, C. R. Characterization and stability of
xylanase produced by SSF with Aspergillus niger, using sugar cane
bagasse and soybean meal as substrate. In: XVI Simpdsio Nacional de
Bioprocessos. Anais SINAFERM 2007, p. 1-13, Curitiba, 2007); (SPIER, M. R.;
WOICIECHOWSKI, A. L., VANDENBERGUE, L. P. S.; SOCCOL, C. R.
Production and characterization of amylases by Aspergillus niger under
solid-state fermentation using agroindustrial products. International
Journal of Food Engineering, 2: 1-19, 2006); (SOCCOL, C. R.; KRIEGER, N.;
VANDENBERGUE, L. P. S.; LEBEAULT, J. M. Production of proteolytic
enzymes by filamentous fungi in solid state fermentation. In: 3° Semindrio
Brasileiro de Tecnologia Enzimdatica, Rio de Janeiro, 1997). Outra linha de
pesqusa do grupo constitui o estudo do potencial antioxidante e
antitumoral de extratos obtidos a partir do cultivo micelial submerso de
linhagens combinadas de macromicetos (P10221003887192).

[029] O laboratdério de bioprocessos mantém um banco de cepas
de macromicetos com aproximadamente uma centena de linhagens

de mais de 80 diferentes espécies, aproximadamente 20 isoladas da
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Mata Aflantica. Os micélios sGdo mantidos por repique periddico e
refrigeracdo a 4°C. Qutras técnicas para preservacdo por longos
periodos estdo sendo testadas, como liofilizacdo e criopreservacdo em
nitrogénio liquido e freezer -80°C. A fabricacdo de fdrmacos utilizando
fungos demonstra, portanto, grande potencial. Especialmente no caso
de medicamentos obtidos a partir de macromicetos, a afirmagcdo é
confirmada pelas vendas mundiais estimadas em mais de $10 bilhdes
de ddlares por ano. Além do mais, estas vendas tendem ao crescimento
desde 2003, quando foram lancados medicamentos cosméticos feitos
com shiitakes. Antes da expansdo da tecnologia, fungos eram
cultivados em meio liquido, principalmente para estudos sobre a
fisiologia (Johnson & Johnson Consumer Companies, Inc. Discover the
Science of Active Naturals, Natural shiitake, 2005. Acessado em:

http://www.aveeno.com/active-naturals-shiitake 2011).

Diversidade macrofingica regional

[030] A maioria das espécies de macrofungos da Floresta Ombréfila
Mista é saprdfita. Um nUmero relativamente menor de espécies é
facultativa ou obrigatoriamente ectomicorrizica. H& ainda espécies que
sdo parasitas de plantas, artropodes, nematdédeos e mesmo de outras
espécies de fungos (MEIJER, A. A. R. Macrofungos notdveis das florestas
de pinheiro-do-Parand. Ministério da  Agricultura, Pecudria e
Abastecimento/ Empresa Brasileira de Pesquisa  Agropecudria
(Embrapa) Florestas. Colombo, 2008).

[031] Os fungos decompositores de madeira podem ser
classificados como podriddo branca ou podriddo marrom. Os fungos da
podriddo branca sdo capazes de produzir enzimas para decompor
tanto celulose e hemicelulose como lignina. Os fungos da podriddo
marrom sintetizam enzimas que degradam seletivamente celulose e

hemicelulose, mas ndo lignina (PANDEY, K. K.; PITMAN, A. J. FTIR studies of
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the changes in wood chemistry following decay by brown-rot and white-
rot fungi. International Biodeterioration and Biodegradation. 52: 151-160,
2003). Um pequeno numero de espécies de fungos da podriddo marrom
e um grande nUmero de espécies da podriddo branca sdo encontrados
na Mata de Araucdria (MEIJER, A. A. R. Macrofungos notdveis das
florestas de pinheiro-do-Parand. Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento/ Empresa Brasileira de Pesquisa  Agropecudria
(Embrapa) Florestas. Colombo, 2008).

[032] Apenas em tecidos do pinheiro-do-parand foram
enconfradas pelo menos 135 espécies de macrofungos (118 no estado
do Parand) (MEIJER, A. A. R. Preliminary list of the macromycetes from
the Brazilian state of Parand. Boletim do Museu Boténico Municipal 68: 1-
55, 2006). Tais fungos podem ser interessantes do ponto de vista
tecnoldgico. Com a aplicacdo da micotecnologia, residuos da
agroindustria e da industriac madeireira podem ser convertidos em
bioprodutos de alto valor agregado, que vado desde cogumelos
comestiveis e medicinais até etanol, antibidticos, antitumorais
(SELEGHIM, P.; POLIKARPOV, |. Desafios para transformar conceitos em
realidade. In: Scientific American Brasil 87: 32-37, Dossié Biocombustivel,
2009); (SOCCOL, C. R.; DALLA SANTA, H. S.; RUBEL, R.; VITOLA, F. M. D;
LEIFA, F.; PANDEY, A.; SOCCOL, V. T. Mushrooms- a promising source to
produce pharmaceutical and nutfraceutical bioproducts. In: Current
topics on bioprocesses in food industry (ed. Koutinas, A.; Pandey, A.;
Larroche, C.), v. 2, Asiatech, 2008); (STAMETS, P. The medicinal mushroom
forest/ Mycorestoration. In: Mycelium running: how mushrooms can help
save the world. pp.33-120, Ten Speed Press, 2005) e compostos
antiparasitdrios, como € o caso da presente patente.

[033] Ndo é simples estimar a diversidade fungica na Mata
Atlantica. E possivel que existam 8.400 espécies de fungos na Floresta

Ombrdfila Mista e estima-se que existam pelo menos 2.000 espécies de
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macrofungos no estado do Parand. Apenas 976 destas espécies foram
descritas em trabalhos cientificos e ndo mais que algumas dezenas
foram pesquisadas em busca de aplicacdes tecnoldgicas (MEIJER, A. A.
R. Macrofungos notdaveis das florestas de pinheiro-do-Parand. Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento/ Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecudria (Embrapa) Florestas. Colombo, 2008).

Exploracdo da biodiversidade macrofingica na Mata Atlantica

[034] Um nUmero relativamente pequeno de pesquisadores esteve
e estd envolvido com o estudo da biodiversidade fungica da Mata
Atléntica. Os primeiros registros da coleta de macrofungos nesta regido
datam do século XVIII, porém apenas comegcaram a ser mais bem
documentadas a partir do século XIX. O primeiro fungo coletado no
Brasil, que se tem registro, foi um exemplar de Pycnoporus sanguineus,
coletado pelo francés Philibert Commerson, proximo & baia de
Guanabara, em 1767 (FIDALGO, O. A histéria da micologia brasileira: .
Brasil colénia. Revista Brasileira de Histéria da Ciéncia, v.- n°2, 1985).

[035] Dentre os botdnicos estrangeiros que chegaram ao Brasil a
partir de 1816, alguns coletaram e descreveram macrofungos, porém
apenas um pequeno nUmero de espécies nas primeiras décadas de
trabalho. Destacam-se os pioneiros K. F. P. Von Martius (alemao), C. G.
Beaupré (francés), W. J. Burchell (britdnico), H. A. Weddell (francés), H.
W. von Fernsee (austriaco) e A. F. M. Glaziou (francés). Em 1828, instalou-
se na Bahia, o micdlogo suico J. S. Blanchet, que dentre outras
realizacdes, coletou o material tipo de Lentinula boryana, espécie
popularmente conhecida como “shiitake americano” (MATA, J. L.;
PETERSEN, R. H.; HUGHES, K. W. The genus Lenfinula in the Americas.
Mycologia 93(6): 1102-1112, 2001).

[036] A coleta de macrofungos na Mata Atfléntica comecou a se

infensificar a partir da segunda metade do século XIX e inicio do século
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XX. Em 1877, Berkeley & Cooke publicaram uma lista de todos os
macrofungos conhecidos até entdo. O espanhol J.I. Puiggari, que
chegou ao Brasil também em 1877, coletou muitos macrofungos na
fronteira entre os estados de Sdo Paulo e Parand, de 1881 a 1889. Outros
coletores que contribuiram significativamente nesta fase foram C.AW.
Schwacke (alemdo), A. Puttemans (Belga), e especialmente os alemaes
F.A.G.J. Mdller e EH.G. Ule. O material usualmente era enviado a
micologos, no exterior, para descricdo e classificacdo. Esses micdlogos
estrangeiros foram: J.P.F.C. Montaigne (francés; 1784-1866), J.-H. Leveillé
(francés; 1796-1870), M.J. Berkeley (britGnico; 1803-1889), P.C. Hennings
(alemao; 1841-1908), C.L. Spegazzini (italiano; 1858-1926) e o proprio
Moller (1860-1922). Outros pesquisadores coletaram macrofungos em
territério brasileiro no século XX, porém ndo na Floresta AtlGntica, mas
principalmente na Floresta Amazénica e algumas regides do Rio Grande
do Sul (MEIJER, A. A. R. Macrofungos notdveis das florestas de pinheiro-
do-Parand. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento/
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) Florestas.
Colombo, 2008).

[037] Otero & Cook (OTEROQO, J. I.; COOK, M. T. A bibliography of
mycology and phytopathology of Central and South America, Mexico
and the West Indies. Journal of the Agricultural University, 21: 249-486,
Puerto Rico, 1937) publicaram uma bibliografia de toda a literatura
micoldgica existente na América do Sul e América Central até entdo.
Desde essa época muitos micdlogos estrangeiros coletararam
macromicetos na Mata Atlantica. Os mais importantes foram R. Singer
(alemdo; 1906-1994) e E.J.H. Corner (britGnico; 1906-1996). Mesmo a
pequena porcdo argentina da Mata Afléntica recebeu importantes
micologos estrangeiros, incluindo o proprio R. Singer, além dos

taxonomistas argentinos J.E. Wright e M. Rajchenberg (WRIGHT, J. E.;
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ALBERTO, E. Hongos. Guia de la region pampeana. v. | (Hongos con
laminillas). Ed. L.O.L.A., Buenos Aires, 2002).

[038] Cientistas brasileiros comecaram a colaborar nos estudos da
micobiota da Mata Afléntica apenas no inicio do século vinte. Os
principais representantes dessa fase sdo A.P. Vieégas (1906-1986) e A.C.
Batista (1916-1967). Pesquisadores do Instituto de Botanica (SP), fundado
em 1938, também realizaram importantes estudos sobre macromicetos
coletados na Mata Aflantica e diversos assuntos relacionados &
micologia. A.R. Teixeira (1918-2003), M.E.P. Kauffmann-Fidalgo (1928-
1970), O. Fidalgo (1928-) e J.S. Furtado (1934-) foram os cientistas do
Instituto de Botdnica que mais desenvolveram pesquisa na drea de
macromicetos (FIDALGO, O. Infroducdo a histéria da micologia
brasileira. Rickia, 3: 1-44, 1968).

[039] O pesquisador que mais se destaca atualmente na descricdo
e classificacdo de espécies de macrofungos nas florestas de pinheiro-
do-Parand é o holandés André de Meijer. Ele tem realizado um extenso
trabalho na regido desde 1979 (MEIJER, A. A. R. Mycological work in the
Brazilian state of Parand. Nova Hedwigia 72: 105-159, 2001). A lista mais
completa de espécies de macrofungos do Parand jd publicada é de
sua autoria (MEIJER, A. A. R. Preliminary list of the macromycetes from the
Brazilian state of Parand. Boletim do Museu Bot&nico Municipal 68: 1-55,
2006). Publicou recentemente um livro, pela editora da Empresa
Brasileira de Tecnologia Agropecudria (EMBRAPA), contendo descricoes
detalhadas e ilustracdes de cem espécies notdveis (MEIJER, A. A. R.
Macrofungos notdveis das florestas de pinheiro-do-Parand. Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento/ Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa) Florestas. Colombo, 2008). A Lista de Espécies
da Flora Brasileira cita diversas vezes o seu trabalho.

[040] Mesmo com todo o trabalho citado, restam muitas espécies

de macromicetos ainda ndo descritas cientificamente nesta regido da
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Mata Aflantfica. Muitas mais ainda por serem isoladas, cultivadas e
estudadas. Temos a disposicdo uma enorme biblioteca quimica e
genética, constituida por inUmeras espécies de organismos com
inimagindveis capacidades metabdlicas e imensurdvel potencial

biotecnoldgico.

O género Perenniporia

[041] Classificacdo: Fungi, Basidiomycota, Agaricomycoting,
Agaricomycetes, Polyporales, Polyporaceae, Perenniporia.Perenniporia
Murrill1942 € um género de fungo cosmopolita, abrangente, que foi
largamente expandido nas Ultimas décadas, como conseqUéncia de
multiplas adicdes de novas espécies, ou da transferéncia de taxa
existentes. No presente, pelo menos 77 espécies sdo descritas como
pertencentes a este género, incluindo algumas espécies neotfropicais
(DECOCK, C.; RYVARDEN, L. Perenniporiella gen. nov. segregated from
Perenniporia, including a key to neotropical Perenniporia species with
pileate basidiomes. Mycology Research, 107(1):93-103, 2003); (DAI, Y.-C.;
NIEMELA, T.; KINNUNEN, J. The polypore genera Abundisporus and
Perenniporia (Basidiomycota) in China, with notes on Haploporus.
Annales Botanici Fennici 39: 169-182, 2002).

[042] De acordo com a definicdo moderna o género apresenta
estrutura de hifas di ou trimitica, com grampos nas hifas generativas. Os
basididsporos apresentam paredes lisas e espessas, sendo globosos a
elipsdides, hialinos a amarelados e freqientemente truncados. As hifas
vegetativas e esporos apresentam-se dextrindides em um grau varidvel.
Os fungos deste género pertencem ao grupo dos causadores da
chamada “podriddo branca” da madeira (DAI, Y.-C.; NIEMELA, T.;
KINNUNEN, J. The polypore genera Abundisporus and Perenniporia
(Basidiomycota) in China, with notes on Haploporus. Annales Botanici

Fennici 39: 169-182, 2002). Os basidiomas sdo perenes, ressupinados a
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pileados, com pileo liso, ocrdceo a preto com a maturacdo (GERBER,
A.L.; NEVES, M.A.; LOGUERCIO-LEITE, C. Some species of Perenniporia
Murrill (Poriales, Basidiomycotina) from Southern Brazil. Revista Brasileira
de Botdnica 22(2): 185-193, 1999).

[043] A espécie ftipo, Polyporus medulla-panis (Jaqu.: Fr.), foi
selecionada por Cooke em 1953 (RYVARDEN, L.; Genera of polypores -
Nomenclature and taxonomy. Fungiflora, Oslo, 1991). Estudos como
(RYVARDEN, L. African polypores — a review. Belgian Journal of Botanics.
131: 150-155, 1998) e (PARMASTO, E.; HALLENBERG, N. The genus
Abundisporus (Hymenomycetes, Basidiomycotina). Karstenia 40: 129-138,
2000) discutem a dificuldade de separar os géneros Abundisporus,
Loweporus e Perenniporia. Refere-se ao género Perenniporia sensu lato
como incluindo os géneros Abundisporus e Loweporus.

[044] O artigo publicado por (BOIDIN, J.; MUGNIER, J.; CANALES,
R. Taxonomie moleculaire des Aphyllophorales. Mycotaxon 66: 445-491,
1998) apresenta estudos sobre o grupo dos Aphyllophorales, aplicando
técnicas de biologia molecular. A comparacdo de seqUéncias da
regido ITS do DNA de 360 espécies levou ao reconhecimento de 12
ordens:  Atheliales, Botryobasidiales,  Fomitopsidales,  Hericiales,
Hymenochaetales, Hyphodermatales, Lachnocladiales, Perenniporiales,
Phanerochaetales, Phlebiales, Podoscyphales e Trametales.

[045] Segundo (DAI, Y.-C.; NIEMELA, T.; KINNUNEN, J. The polypore
genera Abundisporus and Perenniporia (Basidiomycota) in China, with
notes on Haploporus.Annales Botanici Fennici 39: 169-182, 2002) foram
ressaltadas as caracteristicas: coloracdo dos esporos e reacdo com Azul
de Algoddo. Os esporos de espécies do género Perenniporia sAo
hialinos e ciandfilos. As hifas vegetativasdas espécies também sdo
ciandfilas.

[046] As espécies deste género estdo altamente dispersas pelo

mundo. Espécimens de diversas espécies foram enconfrados no
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Uruguai, Cuba, Porto Rico, Africa, Itdlia, Costa Rica, China, Venezuela,
Argentina, Brasil, Paquistdo, Antilhas Francesas, Ilhas Samoa, Peru,
Colbmbia, Filipinas, Panamd, Trinidad-Tobago, Java, Marrocos, Nova
Zelandia, Sibéria Central, Guiana Francesa, Austrdlia, Estados Unidos,
Canadd, Taiti, India, Japdo e Coréia (DECOCK, C.; FIGUEROA, S.H.
Studies in Perenniporia Navisporus ortizii, a synonym of Perenniporia
martius, and a note on Navisporus and Perenniporia in Cuba.
Cryptogamie, Mycology, 21(3):153-162, 2000); (GERBER, A.L.; NEVES,
M.A.; LOGUERCIO-LEITE, C. Some species of Perenniporia Murrill (Poriales,
Basidiomycotina) from Southern Brazil. Revista Brasileira de Botdnica
22(2): 185-193, 1999).

[047] Em (DAI, Y.-C.; NIEMELA, T.; KINNUNEN, J.The polypore genera
Abundisporus and Perenniporia (Basidiomycota) in China, with notes on
Haploporus. Annales Botanici Fennici 39: 169-182, 2002), estdo listadas e
descritas 24 espécies do género encontfradas na China.Estdo registradas
em (GIBERTONI, T.B. Aphyllophorales (Basidiomycotina) em dreas de
Mata Atlantica do nordeste brasileiro. Tese de Doutorado. Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2004)novas ocorréncias de quatro
espécies do género Perenniporia na regido nordeste do Brasil: P.
aurantiaca, P. contraria, P. martiusii € P. medulla-panis, nos estados de
Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e Rio Grande do Norte. Este
trabalho oferece chaves para identificacdo das diferentes espécies de
Perenniporia descritas.

[048] No artigo (GERBER, A.L.; NEVES, M.A.; LOGUERCIO-LEITE, C.
Some species of Perenniporia Murrill (Poriales, Basidiomycotina) from
Southern Brazil.Revista Brasileira de Botdnica 22(2): 185-193, 1999) foram
descritas sete espécies do género, para a regido sul do pais, incluindo o
primeiro registro da espécie P. martius para o estado do Parand. Pelo
menos freze espécies deste género foram registradas ao todo para esta

regido:
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Espécie

Referéncia

P. contraria (Berk. & Curt.)

(RYVARDEN, L. studies in the

Type

Ryv. Polyporaceae — 20 Species described by
G. Bresadola. Mycotaxon 33:303-327,
1988),

P. detrita (Berk.) Ryv. (RYVARDEN, L. Type studies in the

Polyporaceae - 16 Species described by

J. M. Berkeley, either alone or with other

mycologists  from 1856 to  1886.
Mycotaxon 20: 329-363, 1984).
P. glaucopora (Lloyd)Ryv. (JESUS, M.A. Conftribution to the

knowledge of wood-rotting fungi in Brazil.
Il. Checklist of fungi from Maracd Island,
Ronddnia State. Mycotaxon 57:323-329.
1996).

P. inflexibilis (Berk.)Ryv.

(RYVARDEN, L. Type studies in the
Polyporaceae - 16 Species described by

J. M. Berkeley, either alone or with other

mycologists  from 1856 to  1886.
Mycotaxon 20:329-363, 1984),
P. martius (Berk.) Ryv. (RYVARDEN, L. Type studies in the

Polyporaceae - 16 Species described by

J. M. Berkeley, either alone or with other

Donk

mycologists  from 1856 to  1886.
Mycotaxon 20: 329-363, 1984).
P. medulla-panis (Jacq.: Fr.) | (RYVARDEN, L. Type studies in the

Polyporaceae - 16 Species described by
J. M. Berkeley, either alone or with other
mycologists 1856 to  1886.
Mycotaxon 20: 329-363, 1984)

from
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(RAJCHENBERG, M.; MEIJER, A.A.R. New
and noteworthy Polypores from Parand
and Sdo Paulo States, Brazil.Mycotaxon
38:173-185. 1990)

(LOGUERCIO-LEITE, C.; GERBER, A.L. Non-
pileate Polypores on Santa Catarina
Island, SC, Brazil. Mycotaxon 64:285-301,
1997)

P. neofulva (Lloyd)Ryv.

(RYVARDEN, L.; Type studies in the
Polyporaceae - 22. Species described by
C. G. lloyd in Polyporus. Mycotaxon
38:83-102, 1990)

(GUGLIOTTA, A CAPELAR]I, M.
Polyporaceaefrom llha do Cardoso, SP,
Brazil. Mycotaxon 56: 107-113; 1995)

P. ochroleuca (Berk.) Ryv.

(RYVARDEN, L.; Type studies in the
Polyporaceae - 16 Species described by
J. M. Berkeley, either alone or with other
mycologists  from 1856 to  1886.
Mycotaxon 20:329-363, 1984)

P. ohiensis (Berk.) Ryv.

(LOGUERCIO-LEITE, C.; WRIGHT, J.E.
Contribution to a biogeographical study
of the austro-
americanxylophilouspolypores
(Aphyllophorales) from Santa Catarina
Island, SC, Brazil.Mycotaxon 41: 161-166,
1991).

P. piperis (Rick) Rajch.

(RAJCHENBERG, M. Type studies of
Polyporaceae (Aphyllophorales)
described by J. Rick. Nordic Journal of
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Botany 7:553-568, 1987).

(SILVEIRA, R.M.B.; GUERRERO, R.T.
Aphyllophorales polipordides
(Basidiomycetes) no Parque Nacional de
Aparados da Serra, Rio Grande do Sul.
Boletim do Instituto de Biociéncia - UFRGS
48:1-127, 1991)

(LOGUERCIO-LEITE, C.; WRIGHT, J.E.
Contribution to a biogeographical study
of the austro-american  xylophilous
polypores (Aphyllophorales) from Santa
Catarina Island, SC, Brazl. Mycotaxon
41:161-166, 1991),

P. sinuosa Ryv.

(RYVARDEN, L. New and noteworthy
polypores  from  fropical  America.
Mycotaxon 28: 525-541; 1987).

P. stipitata Ryv.

(RYVARDEN, L., New and noteworthy
polypores from  fropical  America.
Mycotaxon 28:525-541; 1987).
(LOGUERCIO-LEITE, C.; WRIGHT, J.E.
Contribution to a biogeographical study
of the austro-american  xylophilous
polypores (Aphyllophorales) from Santa
Catarina Island, SC, Brazil. Mycotaxon
41:161-166, 1991).

P. tephropora (Mont.) Ryv.

(WRIGHT, J.E. Loweporus, a new genus of
pore fungi. Memoirs of The New York
Botanical Garden 28: 225-231, 1976).
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Perenniporia martiusii (Berkeley) Ryvarden 1972

[049] A espécie originalmente classificada e nomeada como
Polyporus martius, por Hooke, em 1956, foi reclassificada e renomeada
como Perenniporia martius por Ryvarden, em1972. Ocorréncias desta
espécie foram registradas em diversos pontos do territério brasileiro,
incluindo os estados: Bahia (GOES-NETO, A.Polypore diversity in the state
of Bahia, Brazil: a historical review. Mycotaxon 72: 43-56, 1999), Parand
(RYVARDEN, L.; MEIJER, A. A. R. Studies in neotropical polypores 14. New
species from the state of Parand, Brazil. Synopsis Fungorum 15: 34-69;
2002), Rio Grande do Sul (GROPOSO, C.; LOGUERCIO-LEITE, C. Fungos
polipordides xilofilos (Basidiomycetes) da Reserva Bioldgica Tancredo
Neves, Cachoeirinha, Rio Grande do Sul, Brasil. Iheringia, sér. bot., 57(1):
39-59, 2002), SGdo Paulo (TEIXEIRA, A.R. Himenomicetos brasileiros IV.
Bragantia 8: 75-80. 1948), Santa Catarina (GERBER, A.L.; NEVES, M.A_;
LOGUERCIO-LEITE, C. Some species of Perenniporia Murrill (Poriales,
Basidiomycotina) from Southern Brazil. Revista Brasileira de Botdnica
22(2): 185-193, 1999), Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte
(GIBERTONI, T.B. Aphyllophorales (Basidiomycotina) em dreas de Mata
Atldntica do nordeste brasileiro. Tese de Doutorado. Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2004); (GIBERTONI, T.B.; SANTOS, P.J.P.;
CAVALCANTI, M.A.Q. Ecological aspects of Aphyllophorales in the
Atlantic rain forest in northeast Brazil. Fungal Diversity 25: 49-67, 2007).
Oscorpos de frutificacdo de P. martiusii foram encontrados em madeira
de dicotileddneas. Alguns em drvores vivas e alguns em madeira em
decomposicdo (GIBERTONI, T.B. Aphyllophorales (Basidiomycotina) em
dreas de Mata Atlénfica do nordeste brasileiro. Tese de Doutorado.
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2004); (GIBERTONI, T.B.;
SANTOS, P.J.P.; CAVALCANT, M.A.Q. Ecological aspects of
Aphyllophorales in the Atlantfic rain forest in northeast Brazl. Fungal
Diversity 25: 49-67, 2007).
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[050] Os corpos de frutificacdo da espécie P. martiusii apresentam
pileo com uma superficie escura e glabrosa, com textura semelhante &
de madeira, com uma margem branca e coridcea. A regido escura do
pileo apresenta sulcos e faixas de cor ligeiramente mais amarelada ou
acinzentada no sentido concéntrico. O coértex pilear, de cor preta, se
estende por 2mm de espessura. A superficie dos poros (himénio)
apresenta coloragdo enfre o creme (quase branco) e marrom
amarelado claro. Os poros sdo circulares (aproximadamente 4 a 6 por
milimetro). Os tubos podem ter até écm de profundidade, estratificados
em camadas de até 8mm, sendo as camadas mais jovens de
coloracdo mais clara.

[051] Os basididsporos de P. martiusii sdo lisos e lacrimdides:
contorno aproximadamente eliptico e uma das exiremidades
abruptamente afilada; com paredes grossas, diGmetros entre 6,5 e
9.0um; hialinos e variavelmente dextrindides. As hifas generativas,
hialinas, apresentam paredes finas e grampos de conexdo. As hifas
conectivas, hialinas, apresentam paredes grossas. As hifas esqueléticas,
hialinas, apresentam paredes grossas. Todas as hifas apresentam
paredes com espessura entre 1,0 e 2,7um, sdo fortemente dextrindides e
apresentam coloracdo hialina a amarelada em KOH. Caracteristicas
que permitem diferenciar P. martiusii de outras espécies do mesmo
género sdo: o formato lacrimdide dos esporos e a alta dureza e
densidade dos basidiomas apds secagem (outras espécies se
apresentam mais macias e leves) (GERBER, A.L; NEVES, M.A.;
LOGUERCIO-LEITE, C. Some species of Perenniporia Murrill (Poriales,
Basidiomycotina) from Southern Brazil. Revista Brasileira de Botdnica
22(2): 185-193, 1999); (GIBERTONI, T.B. Aphyllophorales (Basidiomycotina)
em dreas de Mata Atlénfica do nordeste brasileiro. Tese de Doutorado.

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2004).

Peticio 870200023127, de 17/02/2020, pag. 33/116



31/87

Aplicagoes tecnolégicas de espécies do género Perenniporia

[052] P. fraxinophila € um agente de decomposicdo da madeira,
que parasita darvores vivas. Apesar de, usualmente, ndo matarem as
plantas hospedeiras, as infeccdes reduzem seu ritmo de crescimento e
as torna mais fradgeis e susceptiveis as condicdes ambientais (LESICA, P.;
ATTHOWE, H.E.; DUGAN, F.M.Incidence of Perenniporia fraxinophila and
its effects on green ash (Fraxinus pennsylvanica) woodlands in eastern
Montana, USA. Forest Ecology and Management 182:153-159, 2003). O
micélio desta espécie tem sido cultivado e estudado para a producdo
de metaloproteases, Uteis para aplicagcdes terapéuticas contra
doencas cardiovasculares (KIM, J.-S.; KIM, J.-E., CHOI, B.-S.; PARK, S.-E.;
SAPKOTA, K.; KIM, S.; LEE, H.-H.; KIM, C.-S.; PARK, Y.; KIM, M.-K_; KIM, Y.-S.;
KIM, S.-J.Purification and characterization of fibrinolytic metaloprotease
from Perenniporia fraxinea mycelia. Mycological Research, in press,
2008).

[053] Perenniporia medula-panis foi estudada para a producdo
de compostos redutores de ferro, Uteis para a degradacdo de materiais
lignoceluldsicos, como os efluentes do processo de branqueamento do
papel (ARANTES, V.; MILAGRES, A.M.F.Evaluation of different carbon
sources for production of iron-reducing compounds by Wolfiporia cocos
and Perenniporia medulla-panis. Process Biochemistry 41:887-891, 2006).

[054] No trabalho (SANTOS, M. M., AMAZONAS, M. A. L. A;
MITCHELL, D. A.; KRIEGER, N. Selecdo de Macrofungos Produtores de
Lipases e Proteases.In: XIV Simpdsio nacional de Fermentacodoes -
SINAFERM, Floriandpolis-SC, 2003) foi identificada uma cepa da espécie
P. martiusii como produtora de proteases.

Seis terpendides, derivados de perenniporiol, foram extraidos com
benzeno, do micélio cultivado de Perenniporia ochroleuca, e
caracterizados (INO, C.; HIROTANI, M.; FURUYA, T. Two perenniporiol

derivatives, lanostane-type triterpenoids, from the cultured mycelia of
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Perenniporia Phytochemistry 23 (12), 2885-2888, 1984); (HIROTANI, M.;
INO, C.; FURUYA, T.; SHIROT, M.Perenniporiol derivatives six triterpenoids
from the cultured mycelia of Perenniporia Phytochemistry 23(5), 1129-
1134, 1984).

Estado da técnica

Problemas no tratamento de Leishmanioses

[055] A principal opcdo no combate de leishmanioses sGo 0s
medicamentos sintéticos. Enfretanto, se ndo apropriadamente
empregados em conjunto com diagndstico adequado, a doenca
resulta em elevadas taxas de morbidade e letalidade. Casos de
leishnmaniose visceral, por exemplo, levam a 60 mil ébitos por ano no
mundo, pois a maioria dos casos ndo sdo diagnosticados ou o sdo
tardiamente.

[056] Apesar de Uteis, os tratamentos atuais apresentam uma série
de problemas. SGo caros e algumas vezes causam elevada toxicidade.
Ainda incluem restricoes tais como efeitos colaterais diversos, varidvel
eficdcia de recuperacdo e possivel selecdo de parasitas resistentes a
medicacdo (CROFT, S.L.; YARDLEY, V. Chemotherapy of leishmaniasis.
Current Pharmaceutical Design, 8:319- 42, 2002).

[057] As primeiras evidéncias de eficdcia no tfratamento contra
leishmaniose utilizaram um composto antimonial frivalente, o tartarato
de antimdnio e potdssio, também denominado tdrtaro emético. O fato
foi primeiramente descrito em 1912 pelo brasileiro Gaspar Vianna, que
relatou melhorias no tratamento da leishmaniose tegumentar
americana (VIANNA, G. Tratamento da Leishmaniose Tegumentar
porinjecdes infravenosas de Tdrtaro Emético. IN: 7° Congresso Brasileiro
de Medicina e Cirurgia, 4., 1912, Anais do 70 Congresso Brasileiro de
Medicina e Cirurgia, 426- 428, 1912.). Em 1915, foram relatados

tratamentos eficazes também para casos de manifestacdo clinica de
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leishmaniose visceral (Di CHRISTINA, G.; CARONIA, G. BULL. Soc. Pathol.
Exot., 8, 63. 1915).

[058] O medicamento inicial causava intoler@ncia gastrintestinal e
efeitos cardiotdxicos. Em vista disto foi logo substituido por tratamentos
com antimoniais pentavalentes, minimizando-se os quadros de efeitos
colaterais agudos. Antimoniais pentavalentes foram aplicados pela
primeira vez contra Leishmania hd quase 90 anos e permanecem até
hoje como a primeira escolha terapéutica. A primeira formulacdo com
antimonial pentavalente foi a uréia estibamina, desenvolvida na india
em 1922 por Bramachari (BRAHMACHARI, U. N. Chemotherapy of
antimonial compounds in kala-azar infection. Part 1., 1922. Indian Journal
of Medical Research 89:492-522, 1989) , que obteve um derivado uréico
do dcido p-aminofenil estibinico. Em 1936, Schmidt difundiu o uso de
gluconato de antiménio (V) sédico, conhecido comercialmente como
Solustibosan (Bayer) ou Pentostam (Glaxo Wellcome) (RATH, S. et al.
Antimoniais empregados no tratamento da leisnmaniose: Estado da
Arte. Quimica Nova, SP, 26(4), 2003).

[059] Na ocasido da Segunda Guerra Mundial, na Franca, o
fdrmaco antimoniato de meglumina (antimoniato de  N-metil
glucamina) — comercialmente denominado Glucantime - foi fabricado
sinteticamente pela empresa Rhéne-Poulenc-Rohrer. Surgiu como
alternativa aos medicamentos produzidos em outros paises. Um dos
processos de sua sintese quimica envolve a dissolucdo lenta de
antiménio pentavalente na forma de dcido antimdénico ou KSb(OH)s em
N-metil-glucamina (NMG) a 60-70°C por 2 horas, seguida de
precipitacdo por acetona gelada. Isto resulta no antimdnio
pentavalente complexado em vdrias formas quimicas com a N-metil-
glucamina e formula geral SonNMGh+1 € SbrNMG, (DEMICHELI, C.;
FIGUEIREDO, T.L.; CARVALHO, S.; SINESTERRA, R.D.; LOPES, J.C.D.;
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FREZARD, F. Physico-chemical characterization of meglumine
antimoniate. BioMetals, 12: 63-66, 1999).

[060] Esquemas de administracdo ininterruptos sdo imprescindiveis
no tratamento de leishmanioses. Altas dosagens didrias das drogas
anfimoniais sdo necessarias, normalmente aplicadas por via parenteral
inframuscular ou endovenosa. Estes esquemas sdo consideravelmente
toxicos, embora mais de 80% do antimdnio administrado seja excretado
por via renal dentro de 24 horas de forma inalterada (NAVA, A.; ROMAN,
S.S. Efeito do antimoniato de meglumina sobre a performance
reprodutiva de camundongos prenhes. Vivéncias. 1:201-12; 2006). O
antiménio acumula-se principalmente no figado, baco e rins, pois possui
grande dafinidade por tecidos e 6rgdos vascularizados (FELICETTI, S.A.;
THOMAS R.G.; McCLELLAN R.O. Metabolism of two valence states of
inhaled antimony in hamsters. Am Ind Hyg Assoc J. 35:292-300, 1974);
(SAMPAIO, R.N.; PAULA, C.D.; SAMPAIO, J.H.; FURTADO, R.S.; LEAL, P.P.;
ROSA, T.T. et al. The evaluation of the tolerance and nephrotoxicity
of pentavalent antimony administered in a dose of 40 mg Sb V/kg/day,
12/12 hr, for 30 days in the mucocutaneous form of leishmaniasis. Rev
Soc Bras Med Trop.; 30:457-63; 1997). Isto favorece efeitos colaterais com
sinfomas fipicos de intoxicacdo croénica por antiménio (REES, P. H.;
KESTING, M. |.; KAGER, P. A.; HOCKMEYER, W. T. Lancet 2, 226; 1980);
(MARSDEN, P.D.; SAMPAIO R.N.; CARVALHO E.M.; VEIGA J.P.; COSTA J.L.;
LLANOS- CUENTAS E.A. High continuous antimony therapy in two patients
with unresponsive mMmucosal leishmaniasis. American Journal of
Tropical Medicine;. 34, 710-3; 1985). Assim sendo, ndo se deve
ultrapassar o limite de 850 mg de anfiménio administrado ao dia,
segundo preconiza a OMS (WHO - World Health Organization, Research
on leisnmaniasis. Acessado em: http://www.who.int/leishmaniasis/ 2011).

[061] Até o presente ndo se tem certeza do mecanismo de acgcdo

da guimioterapia com antiménio pentavalente. Hipdteses de que as
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vias metabdlicas de beta-oxidacdo de dcidos graxos e dlicdlise do
parasito sofrem interferéncia do antiménio frivalente; forma para qual o
antiménio pentavalente é convertido apds sua administracdo. O
desequilibrio gerado leva a uma deplecdo dos niveis de ATP
intfracelular, resultando na morte do parasito (BALANA-FOUCE, R.;
REGUERA, R.M.; CUBRIA, C.; ORDONEZ, D. General Pharmacology 30,
435, 1998); (ROBERTS, W.L.;, MCMURRAY, W. J.; RAINEY, P. M.
Antfimicrob. Agents Chemother 42, 1076, 1998).

[062] Alguns novos medicamentos de segunda escolha tornaram-
se disponiveis na Ultima década. Formulagcdes foram padronizadas e
registradas para ensaios clinicos e, em alguns paises, até mesmo para
utilizacdo (SVS / MS - Secretaria de VigilGncia em Saude, Ministério da
Saude - Brasil. Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana -
Diagndstico Clinico e Diferencial. 19 ed. Brasilia, 2006); (SVS / MS -
Secretaria de Vigildncia em Saude, Ministério da Saude. Fundacdo
Nacional de Saude. Manual de VigilGncia da Leishmaniose Tegumentar
Americana. 2.ed. Brasilia, 2007). Os resultados da combinacdo destas
novas terapias com antimoniais pentavalentes sdo promissores, Mas
variom conforme cada caso.Apesar de atfivos no fratamento de
diversas formas de leishmaniose, esses fdrmacos ndo fém  uso
generalizado. Nenhum apresenta um bom indice terapéutico associado
a uma baixa toxicidade. Além disso, apresentam altos custos, facilidade
de desenvolvimento de resisténcia clinica, e possivelmente,
contribuicGdo para aumentar a incidéncia de co-infeccoes
(MITROPOULQS, P.; PETE, K.; KONIDAS D.O.; DURKIN-KONIDAS, M. New
World cutaneous leishmaniasis: Updated review of current and future
diagnosis and treatment. Review. Journal of the American Academy of
Dermatology, 63:2, 2010); (SVS / MS - Ministério da Saude Secretaria de
Vigilncia em Saude Programa Nacional De DST e AIDS. Manual de

Recomendacdes para Diagndstico, Tratamento e Acompanhamento
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da Co-infeccdo Leisnmania-HIV. Série A. Normas e Manuais Técnicos,
2004).

[063] Destacam-se entre os medicamentos representantes de
segunda linha: anfotericina B, pentamidina, miltefosine e paromomicina.
A anfotericina B forma complexos com esterdis substituidos, causando
poros que alteram o equilibrio de ions, o que desencadeia a morte de
Leishmania. Contudo, € um fadrmaco altamente nefrotdxico. Necessita
administracdo parenteral lenta ao longo de quatro horas, muitas vezes
resultando em graves reacdes agudas (HERWALDT B. L. Leishmaniasis -
seminar. The Lancet 354: October 2, 1999). Vdrias formulacdes coloidais
e lipossomais foram desenvolvidas e sGdo um avanco na minimizacdo de
efeitos colaterais, como por exemplo, o AmBisome. No entanto sdo
economicamente invidveis para a populagcdo comprometida (DAVIS,
A.J.; MURRAY, HW.; HANDMAN, E. Drugs against leishmaniasis: a synergy
of tfechnology and partnerships. Trends in Parasitology, 20: 73-76, 2004).

[064] Pentamidina, uma diamidina catidnica, age na mitocondria.
E usada confra os parasitas resistentes a antimoniais. Porém, em 25% dos
Casos, 0s parasitos tornam-se resistentes também a este farmaco (JHA,
T.K. Drug unresponsiveness & combination therapy for kala-azar. Indian J
Med Res 123: 389-398, 2006.). Além disso, o paciente necessita de
acompanhamento clinico durante o tfratamento.

Miltefosine, pertencente co grupo de alquilfosfocolinas, é o
primeiro medicamento oral disponivel no tratamento de leishmanioses.
Em estudos experimentais apresentou alta eficiéncia, mesmo sem
refrigeracdo. Por outro lado, esta droga possui custo limitante, ndo pode
ser administrada durante a gravidez e ocasiona problemas
gastrointestinais (PALUMBO, E. Oral Miltefosine Treatment in Children With
Visceral Leishmaniasis: a Brief Review. The Brazilian Journal of Infectious
Diseases 12(1):2-4, 2008).
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[065] Por fim, a Paromomicina, um antibidtico aminoglicosideo,
estd na Ultima fase de ensaios clinicos. Normalmente serve de apoio a
outros tratamentos. Utiliza-se formulacdo parenteral contra leishmaniose
visceral; topica ou parenteral contra a forma tegumentar (JHINGRAN,
A.; CHAWLA, B.; SAXENA, S.; BARRETT, P.; MADHUBALA, R. Paromomycin:
uptake and resistance in leishmania donovani. Molecular & Biochemical
Parasitology doi:10.1016/j.molbiopara.2008.12.007).

Compostos Anti-Leishmaniaem patentes anteriores a presente invengao

[066] O documento de patente US 4,209,519 refere-se a um
método de fratamento de leishmanioses que inclui uma etapa de
administracdo parenteral ou oral de um derivado lepidine ou sais destes
compostos. O método compreende fornecer uma quantidade eficaz
da composicdo leishmanicida a um animal infectado. Mais
especificamente, se relaciona com a administracdo de derivados de 8-
amino-é-metoxi-lepidine. O autor cita a importdncia das cadeias alquila
para atividade dos compostos.O trabalho anterior foi complementado
por Werbel et al. (1987) no documento de patente US 4,659,708, que
propds novas substituicdes eficientes para aumento de acdo
leishmanicida. Neste frabalho, derivados de  8-quinolinamine
demonstraram atividade extraordindria. De acordo com esta invencdo,
& possivel fazer substituicdoes com parafinas de 10 ou mais carbonos;
alquilas linear ou de cadeia ramificada; grupos arila mononucleares,
como fenila, fenila substituida com grupos alquila, alcdxi, aralkoxy,
amino, alquilamino, hidréxi ou hidrogénio; e grupos heterociclicos como
grupos piridil ou naftil.

[067] O documento de patente US 4,594,241 se refere a uma
formulacdo farmacéutica melhorada, com novas formas de lipossomas
contendo antimdnio. Preocupa-se principalmente com o processo de

preparacdo e com a eficiéncia de incorporacdo do antimdnio.
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Descobriram que um controle cuidadoso da relacdo entre antimonio,
conteldo lipidico das paredes do lipossoma e composicdo da fase
aquosa externa favorece a producdo de grandes quantidades de
farmaco leishmanicida encapsulado, além de aumentar estabilidade
de armazenamento.

[068] O documento de patente US 5,541,196 estuda uma
composicdo farmacéutica para o tratamento da leishmaniose, que
compreende como principio ativo pelo menos um composto do grupo
das quinolinas e derivados.

[069] A invencdo da patente US 5,663,155 refere-se a
composicoes compreendendo um derivado de adenosina deaminase
e um inibidor para a prevencdo e tfratamento de infeccdes parasitdrias.

[070] O documento de patente US 6,403,576 evidenciou novas
composicoes antifUngicas e  antiparasitdrias  identificando  os
mecanismos bioquimicos dos farmacos sobre a sintese de lipidios,
metabolismo e excrecdo dos parasitos.

[071] O principal objetivo da invencdo BRPI0902841-2 A2 trata de
composicoes contendo um composto quimico da familia das
chalconas encapsulada em lipossomas voltada para producdo de um
medicamento antiparasitario.

[072] No documento de patente BRPIO800947A2, Rabello et al.
(2009) purificaram dois metabdlitos leishmanicidas a partir do micélio do
fungo Cochliobolus sp. O cultivo foi realizado somente em placas de
Petri, contendo Agar extrato de malte. O processo de producdo utilizou
pelo menos 160 placas de 90mm de didmetro. A extracdo foi realizada
com acetato de efila, rendendo um total de 2,04g de extrato bruto. A
quantidade de exitrato obtida foi safisfatéria  para  realizar
fracionamento.

[073] O presente documento, de maneira diferente, propode

processos de cultivo micelial em equipamentos adequados para
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escalas industriais. As cepas, pardmetros de cultivo e processos de
purificacdo aqui descritosforam combinados de maneira inédita e
ndodbvia,gerando produtos que constituem alternativas tecnoldgicas
economicamente vidveis e que se mostraram até mesmo mais eficazes

gue medicamentos atualmente disponiveis, em testes preliminares.

Patentes prévias envolvendo fungos do género Perenniporia

[074] Os documentos US 4,447,531 e US 4,431,733 defendem o
processo de conversdo de dextrose em frutose, por enzimas glucose-
isomerases, produzidas por fungos de diversos géneros, incluindo
Perenniporia, em particular a espécie P. compacta. Os mesmos autores
também patentearam as proprias enzimas € a obtencdo de frutose a
partir de amido liquefeito, utilizando enzimas produzidas pelos mesmos
fungos.

[075] Em US 4,605,619 foi patenteado o processo de obtencdo de
frutose a partir de amido, utilizando alfa-amilases e glucose-isomerases
produzidas por fungos de alguns géneros, incluindo Perenniporia, em
particular a espécie P. compacta.As espécies do género Perenniporia
foram incluidas na lista de fungos cultivéveis utilizando o processo de
cultivo patenteado no documento US 5,123,203.

[076] Nos documentos de patente US 5,750,005 ¢ US 6,402,887
foram patenteados processos de biopolpacdo envolvendo a aplicacdo
da espécie P. medulla-panis.

[077] Van Barneveld (WO 01/19940 A1) patenteou processos de
compostagem que empregam diversas espécies de fungos, incluindo P.
tephropora. Esta mesma espécie foi utilizada na patente
WO02004/029017 A1, como modelo de fungo de “podridé@o branca” em
testes de atividade fungicida, para comprovar a eficdcia de compostos

quaterndrios de amonio. Os fungos do género Perenniporia também sdo
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apontados na patente WO2005/089156 A2 como patdbgenos vegetais
de importdncia econdmica.

[078] A aplicacdo de trés espécies do género Perenniporia para a
detoxificacdo e descoloracdo de residuos liquidos foi patenteada em
WO 03/035561 A2. Estas espécies sdo: P. medulla-panis, P. ochroleuca e
P. tephropora.

[079] Uma lectina imunoestimulante, extraida do cogumelo
Perenniporia fraxinea (sin. Fomitella fraxinea) foi patenteada em US
7.438,915 para aplicacdo em galinhas, para aumentar a resisténcia dos
animais & coccidiose.

[080] No pedido de patente US 2009/0005340 foram requeridos
processos envolvendo o cultivo submerso de basidiomicetos, incluindo
espécies do género Perenniporia, para obtencdo de diversas classes de
subst@ncias atfivas para variadas aplicagcdes na drea de saude. O
mesmo inventor patenteou também processos para producdo de
nutracéuticos e kits de medicamentos anticancer a partir do cultivo
submerso do micélio de basidiomicetos, incluindo algumas espécies do
género Perenniporia (US 2009/0143280 € US 2010/0086647).

[081] Perenniporia subacida e P. tephrosia estdo listadas como
Uteis na fabricacdo de biodiesel em processos patenteados
recentemente (US 7,824,453).

[082] Perenniporia é citado ainda como um dos géneros de
fungos com aplicacdo no tratamento de residuos sélidos na patente
WO02010/055093 A1.

Fermentagao Submersa
[083] Os métodos de cultivo de macromicetos em meio de cultura
liguido sdo notoriamente conhecidos e divulgados. Um amplo espectro

de produtos obtidos a partir de fungos, com propriedades alimenticias,
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terapéuticas e cosméticas, j& foram produzidos por Processos de
Fermentacdo Submersa.

[084] O trabalho inicial mais importante nesta drea foi o de
Treschow (TRESCHOW, C. Nutrition of the cultivated mushroom, Dansk
Bot. Ark. 11, 1-180, 1944), que fratou sobre a nufricGo de Agaricus
bisporus. Além de revisar tfrabalhos anteriores, descobriu uma série de
compostos necessdrios para crescimento de micélio em meio liquido,
sugerindo certas fontes fundamentais de carbono, aminodcidos,
minerais e oligoelementos.

[085] Também utilizando meio liquido, Ghosh & Sengupta
estudaram as necessidades nutricionais de Volvariella volvacea
(GHOSH, A.K. and SENGUPTA, S. Studies on biochemistry of higher fungi. I.
Submerged growth of Volvariella volvacea in synthetic medium, J. Food
Sci. Technol., 14, 6-9, 1977). Recomendaram o uso de aminodcidos ao
invés de sais inorgdnicos de ambnio nos processos de decomposicdo de
celulose, indicando a asparagina como melhor fonte de nitrogénio.

[086] Alguns trabalhos, como o de Ingold, analisaram
precisamente a fisiologia de fungos macromicetos. Para isso, utilizaram
meios liquidos de composicdo definida em fermentacdo submersa,
desenvolvendo ainda mais a técnica. O crescimento dos fungos foi
avaliado por meio do peso seco (INGOLD, C.T. The Biology of Mucor and
Its Allies, Edward Arnold, London, 1978).

[087] Leatham relatou a obtencdo de frutificacdo a partir de
estoques dicaridticos de Lentinula edodes em um meio quimicamente
definido apds de 45 dias da inoculacdo (LEATHAM, G.F.A.
Chemicallydefined medium for the fruiting of Lentinus edodes,
Mycologia, 75:905-908, 1983).

[088] Em 1951, H. Humfeld, E. Aeschlimann & J. R. Hoffman (US
2,542,031), patentearam o biorreator classico para cultivo submerso, no

qual se pode realizar culturas com agitacdo e aeracdo forcadas. O
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dispositivo tem montagem de uma tampa acoplada sobre um tanque
fechado, dando suporte ao eixo de agitacdo, entradas e conexoes.

[089] Desde entdo vdrios processos foram descritos e fizeram
ufilizacdo deste invento, incluindo o cultivo micelial submerso de
macromicetos. Isto &€ exemplificado nas patentes US 2,693,665, US
2,761,246, US 2,850,841 e US 6,490,824.

[090] No atual estado da arte, entre uma infinidade de
composicoes, um meio de cultura liquido fipicamente utilizado contém
por litro: 50 g de sacarose, 10 g de nifrato de amdnio, 5 g de fosfato de
sodio, 2 g de sulfato de magnésio e 0,2 g de sulfato ferro, como descrito
em US 6,490,824.

[091] O documento de patente US 2,693,665 fornece processos
para o crescimento do micélio de cogumelos em condi¢cdes de
aeracdo e fermentacdo submersa. Tem como objeto de invencdo
ufilizar um meio de cultura composto por residuos agricolas,
principalmente residuos citricos, de pera ou de aspargos. O processo
descrito refere-se ao uso destes residuos, matericis de pouco valor
agregado na indUstria de processamento de alimentos, para obtencdo
de micélio fungico para aplicacdo em géneros alimenticios.

[092] O documento de patente US 2,761,246 tem como objeto de
invencdo a producdo de micélio de cogumelos comestiveis da familia
Helvellaceae, principalmente do género Morchella. Fornece métodos
de cultivo em meio liguido em condicdo aerdbica. Recomenda uma
vasta gama de substratos e nutrientes de baixo custo, com tolerGncia a
altas concentracdes ou contaminacdes. Particularmente usa melaco,
residuos de alcachofra e meios totalmente sintéticos com sais de
amonio. De acordo com a invencgdo, o proprio cogumelo € capaz de
sintetizar compostos promotores de seu crescimento, como as vitaminas.
Além disso, o produto final deve ter aroma, sabor e textura de alta

qualidade.
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[093] O documento de patente US 2,850,841 refere-se ao
crescimento aerébio de micélio de cogumelos comestiveis em um
substrato liquido para obtencdo de um produto alimenticio em forma
compactada. A invencdo inclui a obtencdo de um produto comestivel
feito com o micélio do cogumelo crescido em condicdes aerdbicas
submersas. Este produto tem sabor e aroma agraddveis, similares ao do
corpo de frutificacdo. Aléem disso, fornece métodos de rdpido
crescimento de micélio, em quantidades abundantes, a um custo
relativamente baixo, especialmente vantajoso comercialmente.

[094] O documento de patente US 2,928,210 revela um processo
para a produgcdo de micélio de cogumelos comestiveis
compreendendo um meio de cultura liquido contendo sulfite liquor e
residuos com baixo teor de didéxido de enxofre como fonte de carbono.
Ainda reivindica a adicdo de alguns residuos como fontes de nitrogénio
e fosforo. Durante o processo, o indculo € adicionado ao meio de
cultivo descoberto pela invencdo, permanecendo sob condicoes
controladas de temperatura, pH e aeracdo até o final do crescimento.

[095] O documento de patente US 3,086,320 faz uso do leite como
um complemento de fermentacdo para o crescimento de fungos em
fermentacdo submersa. Desta forma conseguiu expandir o uso da
tecnologia para o crescimento de fungos do filo Eumicofita e
Ficomicetos e das classes Ascomicetos, Basidiomicetos e
Deuteromicetos. Até a época, o leite natural nunca havia sido usado
como fonte de proteina para essa finalidade.

[096] O documento de patente US 6,372,964 ¢ dirigido ao cultivo
de Basidiomicetos superiores do género Pleurotus em cultura submersa
para servirem como alimentos funcionais. As particularidades do
processo incluem periodo de incubacdo mais curto que o tempo de

frutificacdo. Além disso, os rendimentos de compostos, tais como
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proteina, aminodcidos e vitaminas foram maiores que o corpo de
frutificacdo padrdo.

[097] O documento de patente US 6,490,824 diz respeito a um
novo e eficiente método de cultivo de um fungo basidiomiceto em um
meio de cultura liquido. Parficularmente, refere-se a um método para
cultivar um fungo comestivel como Agaricus blazei Murill, Cortinellus
shuitake, Lyophyllum aggregatum, Pleurotus ostreatus e similares. O
objetivo principal foi obter agregados do fungo em meio liquido, de
varios tamanhos, acarretado pela adicdo de materiais insolUveis em
dgua que servem como suporte de crescimento do micélio.

[098] O documento de patente US 7,635,492 fornece métodos de
preparacdo de diversos géneros alimenticios com fragmentos de
micélio seco de cogumelos comestiveis. Reivindica métodos de
utilizacdo dessas formulacdes para promocdo de bem-estar. Fornece,
para isso, um método de preparacdo de uma suspensdo de fungos
comestiveis, o qual inclui o processamento da mistura de fungos

comestiveis em meio aquoso e reducdo de tamanho dos fragmentos.

Fermentagdo no Estado Sélido

[099] Pode se definir Fermentacdo no Estado Sélido (FES) como um
conjunto de técnicas utilizadas para cultivar microrganismos em
substratos sélidos umedecidos, na auséncia, ou gquase-auséncia de
dgua livre. Os sistemas de FES sdo ftrifdsicos: além do substrato sdélido
umedecido, é necessdrio o contato das células com uma fase gasosa.

[100] Os organismos mais adaptados a este tipo de meio incluem
fungos filamentosos e leveduras. Podem ser realizadas fermentacdes
naturais (sem um controle preciso sobre a composicdo da microbiota)
ou utilizando culturas puras. Diversos processos produtivos, empregando
FES, vém sendo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais,

como por exemplo, na silagem, compostagem e na fabricacdo de
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pdes, queijo, tempeh e fermentados de soja, como shoyu € misd.
Porém, apenas com estudos realizados no século XX, sobre as
exigéncias nutricionais de microrganismos € o desenvolvimento da
microbiologia, tem sido possivel dar uma abordagem cientifica aos
métodos de cultivo no estado sdlido (PANDEY, A.; SOCCOL, C. R;
LARROCHE, C. Introduction. In: Current Developments in Solid-State
Fermentation. Ed.: Pandey, A.; Soccol, C.R. &Larroche, C.; Springer, pp.3-
12, 2008); (STYER, J. F. Nutrition of the cultivated mushroom. American
Journal of Botany 17(10):983-994, 1930).

[101] Apenas mais recentemente, desenvolvimentos tecnoldgicos
sistemdticos tém sido realizados na drea de FES, gerando aplicacdoes
industriais importantes, incluindo o fratamento de residuos, ©
enriguecimento de materiais para a alimentacdo animal, a producdo
de cogumelos, e a obtencdo de uma série de compostos de alto valor
agregado, como biocombustiveis, enzimas, antibidticos, dacidos
orgdnicos, aminodcidos e metabdlitos secunddrios biologicamente
ativos (SINGHANIA, R.R.; PATEL, A. K.; SOCCOL, C.R.; PANDEY, A. Recent
advances in solid-state fermentation. Biochemical Engineering Journal,
44(1): 13-18, 2009); (SOCCOL, C. R.; VANDENBERGHE, L. P. S. Overview of
applied solid-state fermentation in Brazl. Biochemical Engineering
Journal 13: 205-218, 2003); (PANDEY, A.; SOCCOL, C. R.; RODRIGUEZ-
LEON, J. A.; NIGAM, P. Production of Organic Acids by Solid-state
Fermentation. In: Solid-state Fermentation in Biotechnology -
Fundamentals and Applications. New Delhi: Asiatech Publishers, Inc.,
pp.113-126, 2001).

[102] O documento de patente US 7,754,653 descreve a producdo
de biopesticidas por fermentacdo no estado sélido. O documento US
6,667,066 diz respeito a uma preparacdo enzimdtica obtida por
fermentacdo no estado sdlido. A patente US 6,927,047 propde a

producdo de dcido micofendlico por FES. Outros documentos de
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patente que envolvem fermentacdo no estado sdlido incluem:
producdo de goma xantana a partir de residuos de batata (US
7,727,747), producdo de dcido giberélico (US 7,846,699) e producdo de
dcido metileno-succinico a partr de bagaco de cana (US
6,171,831).Técnicas e pardmetros de cultivo para diversas espécies de
macromicetos estdo disponiveis em livros e artigos. Algumas destas
tecnologias foram inclusive patenteadas. A patente US 2,005,365, de
1935, foi concedida para indculo de cogumelos (“spawn”) em forma de
pellets, descrevendo a producdo de indculos com grdos, serragem
velha, palha inutilizada, madeira apodrecida, capim e folhas
deterioradas.Desde entdo, os pedidos de patentes nessa drea tém
aumentado bastante. Exemplos sdo as patentes US 4,637,163; US
4,646,466 ¢ US 4,833,821, que tratam de técnicas para a producdo de
cogumelos comestiveis.

[103] Diversos materiais orgdnicos podem ser utilizados como
substrato para FES, incluindo residuos industriais, agroindustriais e
urbanos, tais como palhas, bagacos, cascas, farelos, esterco, serragem,
cepilho, papel e papeldo, dentre muitos outros. Alguns exemplos sGo:
bagacos de cana, mandioca, uva e macad; palhas, grdos e farelos de
trigo, milho, arroz e sorgo; palha de diversos tipos de capim; esterco de
bovinos e de aves; cascas de soja e de batata; serragem e cepilho de
pinus e eucalipto.

[104] Diversos documentos de patente dizem respeito a
formulacoes de meios de cultivo sélidos. O documento de patente US
3,560,190 foi concedido, em 1971 para formulacdes de substratos
sélidos, a base de serragem e residuos da producdo de algoddo e dleo
de algoddo, para o cultivo de cogumelos. O documento US 3,940,883
descreve a formulacdo de meios para o cultivo de cogumelos, a base
de serragem e farelos de trigo e arroz. A patente US 4,127,964 protege

uma formulacdo especifica, d base de esterco, para a producdo de
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substrato compostado para o cultivo de cogumelos. A patente US
3,942,969 propde a utilizacdo de proteina desnaturada e dleos, como
suplementos para o cultivo de cogumelos.

[105] O documento de patente US 4,512,103 descreve a utilizacdo
de suportes solidos, inertes ou ndo (como tijolo e telhas moidas ou
cepilho) embebidos em meios liquidos nutritivos para o cultivo de
fungos, incluindo cogumelos. O documento de patente US 7,043,874
estende esta tecnologia, propondo a utilizacdo de residuos da indUstria
de dleo de oliva, empregando perlita como suporte. A patente US
4,333,757 descreve uma técnica semelhante, ufilizando materiais
lignocelulésicos como suporte.

[106] Algumas vantagens da FES sobre a fermentacdo submersa
sA0: risco reduzido de contaminacdo bacteriana e maior concentracdo
final de produtos, devido a auséncia de dgua livre. Por outro lado,
existem dificuldades técnicas significativas inerentes a FES, como:
homogeneizacdo e manutencdo da temperatura, umidade e
concentracdo de gases no substrato, devido aos padroes de
transferéncia de massa e energia, caracteristicos deste fipo de
processo. Pequenas variacdoes na umidade afetam significativamente o
crescimento de microrganismos na FES: o excesso de dgua livre impede
a difusdo de oxigénio e favorece a anaerobiose; por outro lado, a falta
de umidade impede que 0s microrganismos secretem as enzimas
necessdrias para a digestdo dos substratos, originalmente insolUveis.
Outra dificuldade consiste na fransferéncia de materiais sélidos, como
inbculo, substrato e produtos fermentados, de maneira a evitar
contaminacdes (meios liquidos sdo facilmente bombeados através de
tubulacdes) (PANDEY, A.; SOCCOL, C. R.; LARROCHE, C. General
considerations about Solid-state fermentation processes. In: Current
Developments in Solid-State Fermentation. Ed.: Pandey, A.; Soccol, C.R.
&Larroche, C.; Springer, pp.13-25, 2008); (DURAND, A. Bioreactor designs
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for solid state fermentation. Biochemical Engineering Journal 13:113-125,
2003).

[107] Em sistemas estaticos, a dispersdo de calor e a difusdo de
gases podem constituir problemas. Podem ser formados gradientes de
temperatura e de concentracdo de gases ao longo do reator,
proporcionando condicdes de cultivo que se afastam do ideal em
diversos pontos do leito. Recursos empregados para solucionar os
problemas de transferéncia de massa e calor incluem: agitacdo
intermitente; aeracdo forcada, com ar adequadamente umidificado e
aquecido ou resfriado e frocadores de calor (DURAND, A. Bioreactor
designs for solid state fermentation. Biochemical Engineering Journal
13:113-125, 2003); (RAGHAVARAO, K.S.M.S.; RANGANATHAN, T.V.
KARANTH, N.G. Some engineering aspects of solid-state fermentation.
Biochemical Engineering Journal13: 127-135, 2003).No cultivo de fungos
flamentosos, a agitacdo deve ser realizada em intervalos ndo muito
curtos, para evitar o cisalhamento excessivo das hifas; e ndo muito
longos, para evitar o crescimento de micélio entre as particulas sélidas.
Usualmente, estes biorreatores operam em batelada, muitas vezes
incluindo sistemas para esterilizacdo do substrato e processamento do
produto, in situ, para evitar contaminacoes.

[108] Sensores de temperatura, umidade e de concentracdo de
gases (O2 e CO2) podem ser instalados para monitorar varidveis de
estado e controlar varidveis de processo, como as taxas de aeracdo,
aquecimento, umidificacdo e a freqUéncia de agitacdo. Algumas
outras andlises sdo dificeis de implantar em sistemas on-line, como:
quantificacdo da biomassa microbiana, identificacdo da biomassa e
quantificacdo de substratos e produtos (RODRIGUEZ-LEON, J. A.;
SOCCOL, C. R.; PANDEY, A.; RODRIGUEZ, D. E. Kinetics in Solid-state
Fermentation. In: Current Developments in Solid-State Fermentation. Ed.:

Pandey, A.; Soccol, C.R. & Larroche, C.; Springer, pp.48-73, 2008). Por isso
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também é desejavel um sistema para coleta de amostras do biorreator,
para as andlises off-line.

[109] Alguns desenhos de biorreatores para FES vém sendo
desenvolvidos e patenteados, assim como processos e produtos
decorrentes destas tecnologias. Admite-se, porém, ainda serem
possiveis e necessdrias melhorias nestes equipamentos, especialmente
para grandes escalas. Pesquisadores estdo buscando elucidar os
principios fisicos e quimicos envolvidos, para viabilizar estratégias mais
eficientes de projeto e operacdo para estes equipamentos
(RAGHAVARAOQO, K.S.M.S.; RANGANATHAN, T.V.; KARANTH, N.G. Some
engineering aspects of solid-state fermentation. Biochemical Engineering
Journal 13:127-135, 2003).

[110] Os modelos mais frequentes de biorreatores para cultivo no
estado sélido podem ser classificados, basicamente em: estdticos ou
agitados, com aeracdo forcada ou ndo, podendo aerar e agitar de
maneira continua ou intermitente. O modelo mais antigo, porém ainda
bastante utilizado, é tradicionalmente utilizado para a fabricacdo de
shoyu. Neste sistema, prateleiras recebem camadas de substrato
inoculado e sdo mantidas em salas climatizadas. Devido a dificuldade
de se manter condicdes assépticas em grandes salas de cultivo, sacos
de polipropileno podem ser uftilizados para manter a esterilidade do
substrato ao longo do processo. O documento de patente US 4,311,477
sugere um modelo de sacos pldasticos especialmente desenhados para
FES.

[111] Foram desenvolvidos também, reatores fechados e
esterilizGveis, contendo prateleiras, dispondo de aeracdo forcada e
trocadores de calor. Os reatores agitados, usualmente consistem de
tambores rotatorios. Por  enquanto, relativamente POUCOS
desenvolvimentos foram realizados para biorreatores em condicdes

estéreis, o que limita os desenvolvimentos nas dreas de alimentos e
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fadrmacos (DURAND, A. Bioreactor designs for solid state fermentation.
Biochemical Engineering Journal,13: 113-125, 2003).

[112] Muitas das dificuldades técnicas para grandes escalas foram
solucionadas no modelo de reator denominado Zymotis, um reator
estdtico compartimentado, com sistemas para controle  de
temperatura, umidade e aeracdo (ROUSSOS, S.; RAIMBAULT, M.;
PREBQIS, J. P.; LONSANE, B. K. Zymotis: a large-scale solid-state fermenter.
Design and evaluation. Applied Biochemistry and Biotechnology, 42: 37-
52, 1993). Os documentos de patente US 6,197,573 e US 6,664,095
propdem um biorreator para FES em condicdes estéreis, denominado
PlafractorR. Este equipamento apresenta estrutura modular e controles
de temperatura, umidade e concentracdo de gases. A esterilizacdo dos
substratos e a extracdo de produtos sdo realizadas no interior do proprio
biorreator. A patente US 6,958,110 sugere um modelo especifico de
biorreator para biopolpacdo. Em US 7,476,534 encontramos um modelo
de prateleiras.

[113] Dado o progresso atual na drea de FES, muitos produtos
biotecnolégicos que estdo em fase piloto podem se tornar
economicamente vidveis em grande escala muito em breve. No &mbito
da presente patente, a producdo de substncias com acdo
antiparasitdria, a partir do cultivo do micélio de macromicetos pode ser
realizada tanto utilizando meios liquidos (fermentacdo submersa), como
meios sdélidos (fermentacdo no estado sdlido). As duas abordagens sdo
complementares, permitindo o processamento de uma grande
variedade de substratos, para a obtencdo de substdncias
farmacolégicas de grande valor.

Sumario da invencdo

[114] A presente invencdo trata de composicdes para inibir a
multiplicacdo de parasitos pertencentes ao género Leishmania ou

prevenir as infecgcdes causadas pelo protozodrioe processos para a
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producdo das mesmas por cultura de micélios macrofiungicos em
biorreator. A reducdo na multiplicacdo e viabilidade domparasito foi
confirmadoexperimentalmente, pela inibicdo dos mesmos, em maior
percentual que quando confrontados com produtos usados
atualmente.

[1154] O principal objefivo desta invencdo €& produzir uma
COMPOSICAO FARMACEUTICA leishmanicida segundo os processos e
etapas aqui descritos. Para a fabricacdo de tal composicdo, € indicado
gue a cultura de micélio do fungo seja de alguma espécie do género
Perenniporia, preferencialmente Perenniporia martiusii.

[116] O primeiro objeto desta invencdo frata da producdode
COMPOSICAO FARMACEUTICA leishmanicida, o qual compreenda
extrato de micélio de Perenniporia martiusii ou extrato de sobrenadante
de caldo fermentado liofilizado, que é Util para o fratamento de
leishmaniose do ser humano ou animais.

[117] O segundo objeto frata dos processos de preparacdo e
producdo em biorreator de micélio fungico em meio liquido pelo
processo de fermentacdo submersa eem meio sélido pelo processo de
fermentacdo em estado sdlido.

[118] O terceiro objeto desta invencdo frata do uso das referidas
composicoes farmacéuticas para o combate das leishmanioses em
animais mamiferos, incluindo humanos.

[119] Em resumo, esta invencdo busca por inovacdo em
processos de fabricacdo de fadrmacos especialmente parao caso de
parasitoses negligenciadas, como as leishmanioses, para as quais ndo
hd investimento em pesquisa, sobretudo na inovacdo de processos

industriqis.
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Listagem de Figuras

[120] A seguir, faz-se referéncia aos desenhos anexos ao texto
para  melhor compreensdo dos exemplos e concretizacdes
apresentados, nos quais:

[121] A Figura 1 frata de um grdfico que expressa os resultados de
atividade inibitdria de 12 extratos fungicos obtidos a partir do caldo de
fermentacdo de 8 diferentes espécies de macromicetos sobre a
proliferacdo de protozodrios da espécie Leishmania infantum acaliado
pelo método da timidina radiomarcada. No eixo y estd representada a
infensidade de emissdo radioativa, proporcional a intensidade de
proliferacdo de parasitos em cada uma das amostras analisadas.
Quanto menor o valor medido, maior a atividade inibitéria do extrato
testado contra o parasito. O controle positivo consistiv de Glucantime
(300mg/mL), medicamento habitualmente usado no tratamento da
doenca em humanos, o confrole negativo consistiu de protozodrios
cultivados em meio LIT modificado, contendo timidina radiomarcada,
porém na auséncia de extratos de macromicetos.

[122] A figura 2 € um grdfico que apresenta os resultados de
atividade inibitdria do parasito por sete extratos mais ativos avaliados
pelo método da timidina radiomarcada sobre a proliferacdo de
protozodrios da espécie L. infantum. O eixo y representa a
percentagem de atividade antiproliferativa de cada um dos extratos
em relacdo ao controle positivo, Glucantime (300mg/mlL).

[122] Nas Figuras 1 e 2 foi adotado um codigo de duas letras para
designar cada uma das espécies de macrofungos testadas: Pleurotus
djamor (PD), P. calvescens (PC), Lycoperdon marginatum (LM),
Perenniporia martiusii (PM), Plectania sp. (PL), Ganoderma australe (GA),
Ganoderma stipitatum (GS) e Oudemansiella canarii (OC). Nestas
figuras, a sigla Eac se refere a subst@ncias extraidas com acetfona, a

partir do caldo de fermentacdo submersa de macromicetos.
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[123] A figura 3 A mostra os resultados dos ensaios das
composicodes farmacéuticas contra parasitas da espécie Leishmania (L.)
infantum (MHOM/FR/71/LEM75). Exibe o niUmero de promastigotas por
mL (eixo y esquerda) e absorbdncia (eixo y direita), resultados
respectivos do método Parasitolégico e do método do MTT. Asterisco:
diferenca significativa com p<0,05 quando comparado com o©
respectivo controle negativo (C-, ndo tratado). Fdrmaco referéncia:
Glucantime (G, 2000 ug/mL). Composicdes farmacéuticas, 1000 ug/mL:
Xdcm - extrato diclorometano a partir de biomassa; Xsup — extrato
aquoso a partir de biomassa; Xinf — extrato cloroférmico a partir de
biomassa; Xac - extrato acetona a partir de biomassa; Sdcm - extrato
diclorometano a partir de caldo de fermentacdo; Sac - extrato acetona
a partir de caldo de fermentacado.

[124] A figura 3Bresume os valores de inibicdo das composicoes
farmacéuticas em relacdo ao controle negativo (ndo fratado), contra
as espécies Leishmania braziliensis, L. infantum eL. amazonensis. A
presenca de asterisco significa que o resultado € estatisticamente
diferente do respectivo controle em um nivel de significGncia p<0,05. Os
valores utilizados sGo referentes a experimentos realizados em friplicada
com pelo menos duas repeticoes independentes.

[125] A figura 4 representa a inibicdo de formas amastigotas de
Leishmania braziliensis internalizadas em macréfagos. Comparacoes sdo
feitas em relacdo o confrole na auséncia da composicdo
farmaceutica. Tratamentos: composicdo farmacéutica obtida a partir
de biomassa de Perenniporia martiusii processada, extraida com
cloroférmio  (Xinf, 1000 ug/mL); Composicdo Farmacéutica obfida a
partir de caldo de fermentacdo de Perenniporia martiusii processada,
extraida com diclorometano (Sdcm, 1000 pg/mL); Composicdo
Farmacéutica obtida a partir de biomassa de Perenniporia martiusii

processada, extraida com diclorometano (Xdcm, 1000 pug/mL); Farmaco
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referéncia (Glucantime, 2000 pug/mL). A presenca de asterisco significa
gue o resultado é estatisticamente diferente do respectivo controle em
um nivel de signific@ncia p<0,05.

[126] A figura 5¢ um quadro com fotomicrografias da contagem
de promastigotas de L. braziliensis sobreviventes apds 48 horas
tratamento das formas amastigotas internalizadas em macréofagos.
Contagem de promastigotas realizada apds sete dias de incubagcdo em
meio para diferenciacdo. Foto superior esquerda: confrole negativo
(nGo tratado). Foto superior direita: Composicdo Farmacéutica obtida a
partir de biomassa de Perenniporia martiusii processada, extraida com
cloroférmio (Xint, 1000 ug/mlL). Foto inferior esquerda: FaGrmaco referéncia
(Glucantime, 2000 ug/mL). Foto inferior direita: Composicdo
Farmacéutica obtida a partir de caldo de fermentacdo de Perenniporia
martiusii processada, extraida com diclorometano (Saem, 1000 pg/mL).

[127] A figura émostra os resultados dos ensaios das composicoes
farmacéuticas contra parasitas da espécie Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/00/LTB300). Exibe o niUmero de promastigotas por mL (eixo y
esquerda) e absorbdncia (eixo y direita), resultados respectivos do
método Parasitolégico e do método do MITT. Asterisco: diferenca
significativa com p<0,05 qguando comparado com o respectivo controle
negativo (C-, ndo tratado). Farmaco referéncia: Glucantime (G, 2000
Hg/mL). Composicoes farmacéuticas, 1000 pg/mL: Xdcm - extrato
diclorometano a partir de biomassa; Xsup — extrato aquoso a partir de
biomassa; Xinf — extrato cloroférmico a partir de biomassa; Xac - extrato
acetona a partir de biomassa; Sdcm — extrato diclorometano a partir de
caldo de fermentacdo; Sac - extrato acetona a partir de caldo de
fermentacdo.

[128] A Figura 7¢ um esboco diagramdtico das etapas de
producdo de uma composicdo antiparasitdria adotando o processo de

cultivo de micélios macrofiungicos em biorreator por fermentagdo
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submersa. De acordo com a invencdo, a composicdo € leishmanicida.
A numeracado refere-se a 1: sistema de compressor de ar; 2: rotGmetro e
indicador de fluxo de ar; 3: filfro de ar estéril; 4: Recipiente com inéculo;
5: solucdes diversas (acidos, bases, antiespumantes, etc.); é: bomba
dosadora; 7: estoque de meio de cultura estéril; 8: frocador de calor; 9:
linha de vapor; 10: Biorreator para cultivo liquido; 11: dispersor de ar; 12:
eixo de agitacdo mecdnico (M: motor); 13: dreno do biorreator; 14:
condensador; 15: valvula de seguranca; 18: Tanque de espera resfriado;
17 filtro; 18: cenftrifuga; 19: biomassa; 20: caldo; 21: secador; 22:
triturador; 23: extrator e/ ou coluna de cromatografia; 24: solvente; 25:
esterilizacdo por filtracdo; 2é: evaporador; 27: misturador; 28:
excipientes; 29: instrumentacdo; 30: controlador programdvel e ( - :
transferéncia de material; -—: linha de ar comprimido; -///- sinais
eletromagnéticos).

[129] A Figura 8¢ um esboco diagramatico das etapas necessarias
para producdo de uma composicdo antiparasitdria adotando o
processo de cultivo de micélios macrofingicos em biorreator por
fermentagdo no estado sdlido. De acordo com a invencdo, a
composicdo é leisnmanicida. A numeracdo refere-se a 1: sistema de
compressor de ar; 2: rotdmetro e indicador de fluxo de ar; 3: filiro de ar
estéril; 4: Recipiente com indculo liquido; 5: recipiente com indculo
principal em estado solido; é: linha de vapor; 7: solucdes diversas
(Gcidos, bases, antiespumantes, etfc.); 8: bomba dosadora; 9:
reservatdrio de solucdo de umidificacdo ou complementacdo; 10:
Biorreator principal para fermentacdo no estado sélido; 11: dispersor de
ar; 12: eixo de agitacdo mecdanico (M: motor); 13: dispersor de umidade;
14: secador; 15: triturador; 16: extrator e/ ou coluna de cromatografia;
17: solvente orgdnico; 18: esterilizacdo por filtracdo; 19: evaporador; 20:

misturador; 21: excipientes; 22: instrumentacdo; 23: confrolador

Peticao 870200023127, de 17/02/2020, pag. 58/116



56 / 87

programdavel; 24: condensador ( — : transferéncia de material; ---: linha
de ar comprimido; -///- sinais eletromagnéticos).

[130] A figura 9mostra a cinética do processo de fermentacdo
submersa em biorreator de bancada com capacidade de 14 litros. Os
dados sdo representativos de quatro repeticdes independentes,
executadas em batelada. No eixo y encontram-se as varidveis de
estado analisadas ao longo do tempo (eixo x).

[131] A figura 10mostra o fluxograma e os rendimentos de cada
etapa de processo de producdo de uma composicdo farmacéutica
leisnmanicida. Os nUmeros representam as seguintes operacoes: 1-
filtracdo; concentracdo, secagem e trituracdo; 2- extracdo,
esterilizacdo por filtracdo; 3- extracdo, esterilizacdo por filtracdo; 4-
cromatografia de adsorcdo, reagrupamento, esterilizacdo por filtracdo.

As letras de A a Frepresentam as fracdes obtidas.

Descricao detalhada da Invencao:

[132] A presente invencdo inova em fornecer a preparacdo e
producdo de substGncias bioativas com acdo leishmanicidas,
superando desvantagens do atual estado da técnica. Destaca-se dos
demais métodos porque emprega processos biotecnolégicos em
biorreator, facilitando a producdo em grande escala € em menor
periodo de tempo.

[133] A maioria dos estudos e patentes referidos no estado da arte
faz mencdo a processos de producdo de fungos para fins alimenticios
ou tdo somente a métodos de tratamento com determinada
composicdo biologicamente ativa. Além disso, muitos desses
procedimentos sdo demorados e complexos, exigindo um tempo de
oito semanas ou mais. Isso reflete no custo relativamente elevado.

[134] Nenhuma referéncia anterior a esta invencdo proporcionou

processos e etapas para producdo de uma composicdo leishmanicida
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como aqui descrito. Tanto quanto se sabe, as matérias-primas e os
processos empregados nunca foram usados para essa finalidade no
campo da fermentacdo industrial. Medicamentos usados no
tratamento  de leishmanioses sdo  basicamente  fabricados
sinteticamente.

[135] O cultivo em biorreator € uma alternativa tecnoldgica
vantajosa, pois o produto final ndo é resultante de sintese quimica. A
producdo de farmacos sintéticos muitas vezes tem etapas delicadas, as
vezes em condicdes perigosas, e inclui o uso de algumas matérias-
primas que geram subprodutos toxicos ao fim do processo.Além disso,
nem todos os compostos naturais bioativos podem ser completamente
sintetizados por via quimica. Um grande nUmero de compostos tém
estruturas complexas, que sdo muito dificeis e caras de serem
sintetizadas em escala industrial. Processos que envolvam sintese
bioldgica, como os desta invencdo, ndo apresentam esta restricdo. Tais
tipos de processos sGdo cada vez mais requeridos, uma vez que
empregam matérias-primas renovdveis e ocorrem em condicoes
brandas e controladas.

[136] Neste contexto, a presente invencdo apresenta um processo
de producdo mais econdmico e prdatico, escalondvel para indUstria.
Assim, outra finalidade da presente invencdo ¢é proporcionar
composicoes menos tdxicas, mais efetivas. Deste modo, busca
disseminar a acessibilidade auxiliem no controle de leishmanioses.

[137] A determinacdo de afividode das composicoes
farmacéuticas foi realizada por bioensaios in vitro contra parasitos do
género Leishmaniaspp. Nos bioensaios, os produtos resultantes ,dos
processos de fermentacdo no estado sdlido ou submerso(descrito
posterior a fase de viabilidade do processo),foram diluidos na
proporcdo adequada para se chegar a concentracdo fina

estabelecida.
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[138] Os exemplos desta invencdo servem para comprovar que 0s
produtos resultantes de fermentacdo em biorreator e etapas posteriores
sdo efetivos na producdo de uma composicdo farmacéutica com
atividade leishmanicida.

[139] Para comprovar a eficacia das subst@ncais foram utilizados
quatro protocolos distintos, cada um destes com um fundamento
diferente, independente dos demais na quantificacdo de atividade.

Foram realizados os seguintes tipos de bioensaios:

1. Parasitolédgico com contagem de parasitos vivos em
cdmara de Neubauer;

2. Determinacdo de viabilidade do parasito por quantificacdo
da atividade mitocondrial por ensaio de metabolizacdo do
Sal Tetrazolium (MTT);

3. Quantificacdo de incorporacdo de Timidina marcada ao
DNA por cinfilografia;

4. Determinacdo de atividade antiamastigota por contagem
de parasitos viaveis.

[140] Os ensaios realizados com os extratos foram estatisticamente
vdlidos e significativamente diferentes em relacdo aos controles sem
tratamento. Muitas vezes, inclusive, o tratamento com os extratos foi
superior a atividade da droga padrdo para tratamento (o Glucantime).
Dentro destas circunstancias, os resultados obtidos comprovam que o0s
passos dos processos propostos sdo eficazes para producdo de uma
composicdo farmacéutica leishmanicida.

A COMPOSICAO FARMACEUTICA resultante destes processos
pode ser utilizada na prevencdo e no confrole da LV, LTA e da

leishmaniose mucocuténea(LMC).

[140] Na sequéncia, a presente invencdo € explicada em

pormenor com base nos exemplos experimentais. Estes exemplos
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demonstram eficdcia dos processos na producdo de uma composicdo
leisnmanicida. Além disso, sdo concebidos apenas para explicar esta
invencdo em detalhes. O fato de que essa invencdo ndo se limita aos
exemplos experimentais a seguir serdo obvias para quem fem um
conhecimento comum no campo ao qual pertence esta invencdo. O
admbito de aplicagcdo técnica da presente invencdo, no entanto, ndo

serd limitado a estes exemplos.

Exemplo 1 - Triagem de macromicetos para a producdo de substdncias

com atividade leishmanicida pelo método da timidina radiomarcada

A) Quantificacdo da reducdo da proliferacdo celular pelo
método da timidina radiomarcada

[141] Para avaliar a atfividade de extratos do caldo de cultivo
submerso de macromicetos contra parasitos do género Leishmania, o
método da timidina radiomarcada (método conhecido do estado da
arte - (ROCHE APPLIED SCIENCE. Cell proliferation/viability assay
methods. Methods for studying cell proliferation and viability in cell
populations In: Apoptosis, Cell Death, and Cell Proliferation Manual. 85-
85, 2008)) foi adaptado, conforme descrito a seguir.

B) Cultivo micelial submerso e elaboracdo de extratos

[142] Em etapas preliminares do experimento, doze diferentes
espécies de macromicetos, coletadas no estado do Parand, foram
identificadas, isoladas e cultivadas em meio liquido. De cada caldo de
cultivo foram elaborados cinco diferentes extratos. Estes foram testados
contra trés espécies de protozodrios do L. enriettii, L. braziliensis e L.
infantum. A partir deste experimento inicial, foram selecionados 12 dos
60 extratos, para serem avaliados pelo método da fimidina
radiomarcada.

[143] Para a producdo dos doze exiratos selecionados, foram
cultivadas oito diferentes espécies de macrofungos: Pleurotus djamor, P.

calvescens, Lycoperdon marginatum, Perenniporia martiusii, Plectania
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sp., Ganoderma aqustrale, Ganoderma stipitatum e Oudemansiella
canarii. O meio de cultivo ufilizado consistiu de: glucose (10 g/L), exirato
de levedura (4 g/L), KHoPO4 (0,06 g/L) e MgSO4 (0,0 6g/L), pH 6.0,
autoclavado por 15 minutos. Os cultivos foram realizados em frascos
Erlen-Meyer de 500 mL, contendo 250 mL de meio, e inoculados, com
fragmentos de micélios, de culturas puras previamente preparadas em
placas de Petri contendo meio BDA. Os frascos foram incubados em
agitador orbital (“shaker”) a 120 rom e 30°C por 30 dias.

[144] Apds a recuperacdo do caldo de cultivo, por filtragcdo a
vdcuo, este foi processado por dois diferentes métodos: concentracdo
e extracdo com acefona. A concenfracdo foi conduzida em
rotoevaporador a 75°C até reducdo a 50% do volume inicial. A extracdo
seguiu etapas descritas por Falkenberg (FALKENBERG, M. B.; Quinonas.
In: Farmacognosia. Da planta ao medicamento. 5° ed., Ed. UFSC/
UFRGS, pp. 657-683, 2003), para a recuperacdo de quinonas. Apods
filtracdo e concentracdo, conforme o método j& descrito, quatro
volumes de acetona foram adicionados aos caldos concentrados. Estes
foram entdo armazenados em congelador (-2°C) por 24 horas, para
precipitacdo de impurezas e, posteriormente eliminadas por
centrifugacdo a 5000 rom por 10 minutos. Apds a extracdo, a acetona
foi totalmente evaporada em cdmara de exaustdo, com o auxilio de
uma chapa de aguecimento elétrica.

[145] O pH dos extratos foi ajustado para 7.0+0.5 com HCI e NaOH.
Apss o ajuste de pH, cada extrato foi filtrado em membrana com poros
de 0,22 um para esterilizacdo. Esta filtracdo foi conduzida em cdmara
de fluxo laminar. Os extratos foram armazenados em freezer (-2°C) até a
sua utilizacdo.

C) Avaliacdo da atividade leishmanicida de extratos obtidos a

partir do caldo de fermentacdo submersa do micélio de

macromicetos, pelo método da timidina radiomarcada
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[146] Promastigotas de Leishmania infantum foram cultivados em
estufasa 23°C em garrafas de Roux, em meio Liver linfusion (LIT)
modificado. Amostras foram coletadas periodicamente, para monitorar
a concentfracdo e a atividade dos parasitos. A contagem foi realizada
em cdmara de Thoma.

[147] Quando a concentracdo de parasitos atingiu a faixa de
106~107 (parasitas/mL), as culturas foram diluidas com o respectivo meio
de cultura até a faixa de 105~10¢ (parasitas/mL). As culturas,
adequadamente diluidas, foram distribuidas em microplacas de 96
pocos, 100 uyL por poco. Entdo, 100 pyL de cada extrato foram
adicionados a cada poco da placa (em triplicata). Controles positivo e
negativo e um branco também foram adicionados. O conftrole positivo
consistiv de 100 yL Glucantime (300mg/mL) no lugar do extrato de
macromiceto. O controle negativo consistiv de 100 yL do meio de
cultura respectivo, ao invés do extrato. O branco consistiu de 200 pyL de
meio de cultivo apenas, sem parasitos e sem a adicdo de extratos de
macromicetos.Cada poco recebeu 20 yL de timidina radiomarcada,
numa concentracdo de 0,1uCi, diluida no meio de cultivo dos parasitas.
Foi utilizada timidina marcada com carbono 14 (14C). 20 yuL de cada
solucdo radiomarcada foram armazenados como um controle de
leitura.

[148] As placas foram incubadas em estufa por 40 horas a 23°C.
Apods a incubacdo, os protozodrios foram recuperados de cada poco e
transferidos para uma membrana filtrante, com o auxilio de um coletor
de células (“cell harvester”). Os pedacos de papel filtro, contendo os
parasitos foram fransferidos para tubos, contendo 3 mL de solucdo de
cintilacdo. A intensidade de emissdo radioativa de cada amostra foi
determinada em um leitor de cintilacdo (cintilador). Os resultados foram
comparados por ANOVA de uma via e diferencas entre as amostras e

os controles foram determinadas através do pos-teste de Mulfi
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Comparacdo de Dunnett para niveis de significGnecia de 1 e 5%. As
andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
3.0.

[149] Os resultados deste experimento estdo expressos nas Figuras
1 e 2. O extrato concentrado de P. martiusii exibiu mais atividade que o
controle positivo para um nivel de significGncia de P<0,01. O exfrato
concenfrado de Plectania sp. também foi mais ativo que o confrole
positivo, para um nivel de significncia de 5%. Os exiratos concentrados
de P. calvescens e G. stipitatum foram estatisticamente tdo ativos
quanto Glucantime 300 mg/mL para um nivel de significncia de
5%.Nenhum dos extratos de acetona apresentou diferenca estatistica
em relacdo ao controle positivo para P<0,05. O valor médio de CPM
para sete dos extratos testados foi menor que aquela do controle
positivo. Os resultados mais expressivos de inibicdo foram observados
para os extratos concentrados obtidos a partir do cultivo micelial
submerso de P. martiusii € Plectania sp. Estes extratos foram 47 e 33%,
respectivamente, mais ativos que o medicamento Glucantime® 300

mg/mL.

EXEMPLO 2 - Bioensaios aplicando a composicdo leishmanicida contra

L.braziliensis, L.infantum e L.amazonensis

[150] Este exemplo se refere a confrontos experimentais da
composicdo leishmanicida contra L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/0O0/LTB300),L. (L.) infantum (MHOM/FR/71/LEM75)e L. (L.
amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). Foram realizados dois métodos
independentes para avaliacdo de atividade: o Parasitoldgico e o de
Viabilidade por MTT((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltefrazolium
bromide).As espécies utilizadas sdo os principais agentes etioldgicos das
principais manifestacdes clinicas de leishmaniose, incluindo leishmaniose

cut@nea difusa, visceral e mucocutdnea.
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A) Método Parasitolégico

[151] O método parasitoldgico € a técnica de certeza que
usaestagio promastigota do género Leishmania. O procedimento se
realiza in vitro em meios de cultura bifdsicos, compostos por uma fase
solida com nutrientes e outra liquida para crescimento das formas
flageladas.

O encontro entre amostra e parasito ocorreu na fase liquida de
meios de cultura Nicole Nevy McNeal -NNN (Nicolle, C. Culture do
parasite du bouton d'Orient. Comptes Rendus de I'Académie des
Sciences 146:842-843, 1908), que sdo compostos por Agar (16 g/l);
Cloreto de Sodio (? g/L); e sangue de coelho (10%).

[152] Para padronizacdo dos experimentos foram utilizados
promastigotas da fase final de crescimento exponencial, em
concentracdo inicial ajustada para 2x108Leishmania por mL, incubados
a 23°C por 72 horas de confronto.

[153] O volume total de reacdo na fase liquida foi de 500 L,
consistindo em aliquotas de 100 yL de solugcdo de Leishmania, 100 uL de
amostra e 300 uyL de solucdo de cloreto de sdédio 0,9% estéril. A
solubilizacdo das amostras foi feita em DMSO 5% em solucdo de cloreto
de sédio 0,9%. Para as amostras, as concentracdes foram especificadas
conforme cada caso. A aliquota de amostra foi substituida por solucdo
fisioldgica DMSO 5% nos confroles negativos (ndo tratados) ou por
antimoniato de meglumina em DMSO 5% (Glucantime) nos confroles
positivos.

[154] A concentracdo final de Glucantime foi de 2000 pg/mlL,
correspondente a 540ug/mL de antimoénio ativo, padrdo de referéncia
no tratamento de leishmanioses.

[155] A concentracdo final de teste foi de 1000 ug/mL no caso dos
seguintes exfratos primdrios de material de Perenniporia martiusii

produzido em biorreator:
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Xdem — extrato diclorometano a partir de biomassa;

Xsup — extrato aquoso a partir de biomassa;

Xint — extrato cloroférmico a partir de biomassa;

Xac - extrato acetona a partir de biomassa;

Sdem — extrato diclorometano a partir de caldo de fermentacdo;

Sac - extrato acetona a partir de caldo de fermentacdo.

No caso da fracdo D, obtida a partir do fracionamento de extrato
diclorometano a partir de caldo de fermentacdo (Sdcm), as
concentracdes variaram entre 125 yg/mL a 2000 ug/mL.

Ao final do periodo de incubagcdo, o nUmero de promastigotas
por mL foi contado com a ajuda de uma cdmara de Neubauer (BOECO
- Alemanha, com duas c@maras) e laminula ultra-plana. Todas as
amostras foram homogeneizadas antes da leitura. Quando havia
aglomeracdo dos flagelados foi utilizada uma seringa com agulha fina
para a separacdo dos parasitos. Para contar o numero total de
parasitos vivos, primeiro foram realizadas diluicoes (1:2, 1:4 ou 1:8) em
solucdo esterilizada (tampdo fosfatopH 7,2, formaldeido 2%, azul de
Evans 0,1%). Esta solubilizacdo foi feita a fim de reforcar o confraste,
facilitando a quantificacdo do numero total.

Em cada repeticdo de amostra foi realizada a contagem direta
do nUmero de promastigotas em microscopio ético com auxilio de um
contador estatistico, observando-se pelo menos 50 campos. Para o
cdlculo de promastigotas / mL foram considerados o fator diluicGo em
cada caso e o volume da cdmara de contagem fornecido pelo
fabricante.

B) Método MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide)

A metodologia do MTT foi empregada com objetivo de verificar
quantitativamente a viabiidade do parasito apds diferentes

tratamentos. O fundamento analitico utilizado neste exemplo foi a
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quantificacdo de atividade metabdlica de parasitos vidveis por ensaio
colorimétrico. Aplicou-se o método in vitro com sal tetrazdlio MTT (3-(4,5-
dimetil-2-il)-2,5-brometo  difeniltetrazolium)  (Mosmann, T. Rapid
colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods
65 (1-2): 55-63, 1983).

Este método tem sido utilizado com sucesso para determinacdo
de afividade leishmanicida de vdarios farmacos em diversas referéncias
(KIDERLEN, A.F.; KAYE, P.M. A modified colorimetric assay of macrophage
activation for intracellular cyto- toxicity against Leishmania parasites. J
Immunol Methods 127: 11-17, 1978); (DUTTA A., BANDYOPADHYAY S.,
MANDAL C., CHATTERJEE M. Development of a modified MTT assay for
screening antimonial resistant  field isolates of Indian visceral
leishmaniasis. Parasitology International 54: 119-122, 2005); (PALIT P. AND
NAHID ALl. Oral therapy with sertraline, a selective serotonin reuptake
inhibitor, shows activity against Leishmania donovani. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy 61: 1120-1124, 2008). Exclusivamente
determina-se a atividade de células vidveis, pois sais de tetrazdlio sdo
guimicamente reduzidos a sal insolUvel de formazan apenas por células
metabolicamente afivas.

As espécies de Leishmania foram pré-cultivadas a 23°C até o final
da fase logaritmica em garrafas contendo meio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (Gibco), com pH ajustado
para 7,2. O crescimento foi quantificado em cdmara de contagem. O
material foi centrifugado, o meio de cultura antigo foi descartado e os
parasitas sedimentados foram ressuspendidos em meio de cultura novo
até concentracdo desejada. A preparacdo e esterilizacdo das amostras
foi realizada de acordo com o Exemplo 1, mas ndo se limitando a
ele.Ao final da distribuicdo aleatéria de aliquotas nos ensaios, a

concentracdo inicial de Leishmania foi de 2x10¢ por mL. A
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concentracdo de amostra foi de 1000 ug/mL para extratos primdarios, ou
outra diversa quando especificado. O confronto entre parasita e
fdrmaco teve volume total de ensaio de 1000 pL, sendo 100 uL
correspondentes a aliquota de amostra e 900 uL a meio de cultivo com
Leishmania.

O ensaio foi finalizado apds 72 horas de incubacdo a 23°C.
Descartou-se o sobrenadante apds centrifugacdo e adicionou-se
reagente MTT (5 mg/mL) em solucdo tamponada com fosfato (pH 7,2).
Os parasitas foram ressuspendidos para metabolizacdo do MTT, que
ocorreu durante um periodo estabelecido de 4 horas.

A reacdo ocorre a partir do sal tetrazdlio MTT que € amarelo e
solUvel em solucdo aquosa. O produto metabolizado, um sal formazan,
€ insoluvel em solucdo aquosa. Este foi separado e solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO), apresentando cor roxa. A quantidade de
formazan foi avaliada pela leitura de absorbdncia em um leitor de
microplacas (BioRad 570 nm). A intensidade de cor resultante é
diretamente proporcional d atividade metabdlica de parasitas vidveis.

Os resultados dos bioensaios pelo método Parasitolégico e pelo
método do MTT estdo apresentados nas Figuras 3A e 3B,
respectivamente, para L. braziliensis e L. infantum; as espécies com
maior inibicdo pelas composicoes obtidas. Nos graficos estdo expressos
os resultados de contagem (eixo y esquerda) e de absorbdncia apds
formacdo de sal formazan (eixo y direita). Os resultados que foram
estatisticamente validados, diferentes do confrole negativo (ndo
tratado) receberam um asterisco, representando um nivel de
significncia de 5% por comparacdo multivariada. Para L. infantum o
método parasitolédgico mostrou que os extratos com maior atividade
foram D250, D500, D1000, D2000 e Sdcm. Para L. braziliensis dentre os
extratos testados o extrato com atividade foram D250, D500, D1000,

D2000 e Sdcm, sendo que D2000 foi o que mostrou melhor resultado.
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EXEMPLO 3 - Preparacdo de uma composicdo farmacéutica

leishmanicida

Este &€ um exemplo que ftrata da elaboracdo de uma
COMPOSICAO FARMACEUTICA a partir de produtos resultantes de
fermentacdo em biorreator. Ao término da fermentacdo submersa, o
material foi submetido a filtracdo em papel Wathman 1, resultando em
biomassa e caldo de fermentacdo.Em seguida o volume de caldo foi
centrifugado para remocdo completa de biomassa. Em média, o
rendimento de material a cada 10 litros de meio de cultura foi de 109
gramas de micélio (base seca) e 20 gramas de caldo liofilizado.

A biomassa foi congelada e liofilizada a -40°C durante um periodo
de trés dias. O caldo de fermentacdo foi concentrado por evaporacdo
a vacuo em baixa temperatura (35°C), removendo-se 37,5% de teor de
liguido. Depois disso foi congelado com espessura de 8 mm em
bandejas e liofilizado a menos 40°C por seis dias. O material, j& seco, foi
ralado manualmente, atingindo granulometria menor que Mesh 80.

Extracdes com os seguintes solventes orgdnicos foram realizadas:
acetona, diclorometano e cloroférmio. A quantificacdo dos compostos
foi feita usando uma balanca andlitica, podendo-se quantificar os
rendimentos.

Uma das principais amostras ativas correspondeu d extracdo do
caldo liofilizado com diclorometano (Sgem). Para fracionamento, 256 mg
deste extrato foram aplicados ao topo de uma coluna de
cromatografia (45x5 cm). Esta estava devidamente preenchida com
silica gel (Vetec, Mesh 60-240).

A fase movel aplicada foi de polaridade crescente de solventes.
O fracionamento ocorreu pelo principio de adsorcdo, resultando em
225 fracdes. A taxa de eluicdo da coluna foi de 1T mL por minuto,

utilizando-se os seguintes solventes: éter de petrdleo, acetato de etilq,
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etanol e dgua destilada. Antes da aplicacdo da amostra, a silica foi
ativada em mufla a 550°C por 24 horas.

Para obtencdo de uma composicdo leishmanicida trés etapas
foram realizadas. A primeira consistiu em evaporar o solvente da fase
movel, restando apenas os compostos separados. A segunda etapa
consistiu no reagrupamento das fracdes em amostras semelhantes (A; B;
C; D; E F). Isto foi readlizado de acordo com os deslocamentos
analisados por cromatografia em camada delgada. Os seguintes
valores de Rf foram obtidos: A-0,6 a0,7;B-0,500,6;C-020a0,4; D -
08,E-0,1002F-0a0.1.

As 225 fracdes foram reunidas em seis grupos, os quais foram
testados para composicdo farmacéutica da presente invencdo. A
terceira etapa consistiu na solubilizacdo dos grupos em solucdo
fisiologica, ajuste de pH para 7.2+0.5 e esterilizacdo individual por
filtracGdo em membrana 0,22 um. Esta fitracdo foi conduzida em
condicoes assépticas. O material resultante dos processos € a
composicdo farmacéutica leishmanicida, a qual foi armazenada em
freezer até a sua utilizacdo.

A Figura 4 representa o cdlculo das inibicdes (diferenca em
relacdo ao total sem tfratamento) para as trés espécies de Leishmania
testadas.Os ensaios tratados tiveram quantidade final de parasitos
menor que os controles ndo tratados. O indice calculado de inibicdo
em relacdo ao controle ndo tratado demonstrou a maior inibicdo de
50% para a fracdo D, obtida a partir da preparacdo do extrato de
caldo de fermentacdo de Perenniporia martiusii extraido com
diclorometano.

Demonstra-se uma reducdo da concentracdo-dependente de
tratamento com exitratos de caldo e biomassa. Os dados apresentados
em pontos ou intervalos sdo as médias e o desvio padrdo de triplicatas

a partir de dois experimentos independentes.
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EXEMPLO 4 - Bioensaios aplicando a composicdo leishmanicida contra

formas amastigotas de L.braziliensis

Este experimento teve por objetivo verificar a quantidade total de
amastigotas viaveis internalizados em macréfagos.

Células residentes peritoneais foram coletadas de camundongos
BALB / ¢ esemeadas em fundo de placas de 24 pocos para cultura de
tecidos (TFP). As células ndo-aderentes foram removidas apds 2 horas a
37°C em incubadora de CO2 (5%) e macrofagos aderentes que se
fixaram foram incubadas durante doze horas em meio RPMI 1640
suplementados com 10% SFB (Gibco) (v/v), nas mesmas condicoes,
como descrito acima (NOLETO, G.R.; MERCE, A.LR.; IACOMINI, M.;
GORIN, P.A.J.; THOMAZ-SOCCOL, V.; OLIVEIRA, M.B.M. Effects of a lichen
galactomannan  and its  vanadyl(lV) complex on peritoneal
macrophages and leishmanicidal activity. Molecular and Cellular
Biochemistry 233: 73-83, 2002); (MARCOLINO, M.MK. Avaliogcdo de
Atividade leishmanicida in vitro de heteropolissacarideos acidos: ndo
sulfatados e naturalmente sulfatados. Dissertacdo Mestrado em
Bioquimica e Biologia Molecular - Universidade Federal do Parand 2010).

Promastigotas do cultivo in vitro foram retirados e lavados em PBS,
entdo adicionados aos macréfagos aderidos em razdo parasito:células
de 5: 1. Apds 12 horas a 34 ° C em 5% de CO», os parasitos livres foram
removidos por lavagens repetidas. Novo meio de cultura foi adicionado
e as culturas foram incubadas com fratamento das composicoes
farmacéuticas na concentracdo de 1000 ug / mL em condicdes
descritas anteriormente por um periodo adicional de 72 horas.

O meio de cultura foi descartado e acrescentou-se 400 uL de
solucdo fisiologica. Em seguida os macréofagos aderentes foram
raspados da superficie usando uma haste metdlica esterilizada com

ponta ndo-afiada. A raspagem foi realizada de forma padronizada,
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obedecendo duas vezes o seguinte ciclo: dez vezes da esquerda para
a direita, dez vezes de cima para baixo, dez vezes sudoeste-nordeste,
dez vezes noroeste-sudeste e mais duas vezes raspagem circular.

Para a quantificacdo de sobrevivéncia de amastigotas dentro de
macrofagos, o material raspado em solucdo salina foi colocado em
contato com meio Tobbie Evans, que &€ um dos melhores meios
padronizados para fins de diagndstico e tfransformacdo de volta da fase
amastigotas em promastigotas.

A distribuicdo homogénea da aderéncia e da quantidade de
macrofagos  peritoneais de camundongos e sua infeccdo com
amastigotas internalizados foram evidenciados por microscopia. A
eficiéncia do método de raspagem também ocorreu como esperado.
O experimento foi conduzido sob condicdes 6tima de cultivo para os
macréfagos.

O meio foi retirado e lavado duas vezes com PBS pH 7.2 e,
portanto, todos os nutrientes extra que poderiam permitir que as
diferencas nos resultados de crescimento foram lavadas, deixando
apenas o padrdo bifdsico em meios Tobbie Evans com solucdo salina.

Apss a raspagem e a colheita dos macréfagos, a tfransformacdo
de Leishmania de volta para as formas promastigotas demorou
aproximadamente sete dias de incubacdo no meio Tobbie Evans(, a
24°C. O numero total de promastigotas foi contado em Cémara de
Neubauer.

Nas Figuras 5 e 6 as formas promastigotas confrontadas aos
extratos. As diferencas foram observadas em cada repeticdo, em
quantidade total final, demonstrando atividade de Glucantime em 2000
hug/mL, extrato diclorometano a partir de caldo de fermentacdo (Saem) €

a extrato cloroférmico a partir de biomassa (Xinf) em 1000 pg/mlL.
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EXEMPLO 5 - Processo de producao de composicdao

farmacéuticaleishmanicida envolvendo Fermentacdo Submersa em

Biorreator

O fungo Perenniporia martiusii, pertencente a familia
Polyporaceae, foi escolhido e utilizado nas experimentacdes a seguir.
De acordo com o exemplo 1, o extrato deste macromiceto apresentou
a melhor atividade leishmanicida, dentfre as espécies avaliadas.

A) Manutencdo e cultivo de Perenniporia martiusii

Os micélios sdo mantidos por repique periddico (subcultura) em
dgar batata dextrosado (BDA) e refrigeracdo a 4°C. Em paralelo, estdo
sendo mantidos a -80°C, seguindo o protocolo descrito por Homolka,
Lisa & Nerud (HOMOLKA, L.; LISA, L.; NERUD, F. Basidiomycete cultures on
perlite survive successfully repeated freezing and thawing in cryovials
without subculturing. Journal of Microbiological Methods 69: 529-532,
2007).

Esta espécie apresenta fdcil cultivo e crescimento relativamente
rdpido (entre 0,3 e 0,7 cm/s de crescimento radial, a 27°C em BDA). Os
micélios foram cultivados em uma ampla faixa de temperatura
(15~35°C, com ponto 6timo em torno de 27°C) e uma grande
diversidade de substratos orgdnicos. Apresentaram coloracdo inicial
branca e apds consolidacdo do crescimento, em placas de Petri, se
expostos a certo grau de luminosidade, formam regides de coloracdo
preta. Pode ocorrer a formacdo de pequenos basidiomas na superficie
da placa apds consolidacdo do crescimento micelial. Quando
cultivados em meio liquido, sob agitacdo, os micélios formam pellets de
diémetro varidvel. Se cultivados sem agitacdo, formam uma camada
na superficie do meio, e pequenos basidiomas podem se formar sobre
esta camada.

Este fungo também pode ser cultivado em substratos ¢ base de

grados, como milho e frigo ou a base de cepilho de madeiras como
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eucdlipto ou pinus, suplementado com farelo de trigo e CaCOsa.
Residuos agroindustriais como palhas e bagacos, adequadamente
suplementados, também se mostraram eficientes para serem utilizados
como substrato para o cultivo desta espécie. Apds o completo
crescimento micelial, em meios sdélidos, pequenas frutificacdes puderam
ser induzidas, expondo o substrato miceliado & iluminagcdo circadiana
suave e um pouco de ventilacdo (diminuicdo da concentfracdo de
CO2).

B) Cultivo de micélio para preparo de indculo

Culturas estoque foram mantidas e subculturas foram realizadas
normalmente a cada quatorze dias. O indculo de micélio foi preparado
pela transferéncia de culturas frescas que apresentassem crescimento
uniforme. Foram recolhidos discos de 1 cm?2 de Agar com micélio
crescido com o auxilio de um tubo de metal esterilizado. O material foi
entdo transferido para frascos contendo meio liquido.

Na primeira etapa da preparacdo do indculo, as culturas puras
foram cultivadas em meio liquido relatado por Fan Leifa (FAN, L.
Production of exira-cellular polyssacharide from Agaricus blazei by
submerged and solid state fermentation and its antitumor effect. Tese de
Doutorado, Programa de P6s Graduacdo em Processos Tecnoldgicos,
Universidade Federal do Parand, 30-50p, 2002), constituido por glicose,
20 g/L; extrato de levedura, 3 g/L; extrato de malte, 1 g/L; fosfato
dibdsico de sédio, 0,1 g/L; sulfato de magnésio 0,1 g/L e cloreto de
cdlcio 0,02 g/L.

A solucdo do meio de cultura teve pH ajustado entre 4,5 e 8,0. A
efetiva distribuicdo e homogeneizacdo do micélio foi mantida a fim de
permitir que o indculo crescesse distribuido.

O cultivo foi feito sob agitacdo em frascos Erlenmeyer (250 — 500
mL), incubados em agitador rotativo a uma velocidade de 120 rpom.

Com agitacdo menor, o micélio tende a obstruir ou crescer formando
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agregados. Apds cinco dias de agitacdo & temperatura 30°C, a cultura
foi suficientemente desenvolvida para ftfransferéncia para a fase
seguinte de preparacdo de inéculo. Na segunda etapa, uma unidade
maior, com mais volume de meio de cultura foi utilizada. Procedeu-se
entdo a transferéncia do indculo preparado para o biorreator.

C) Cultivo de micélio de fungo em biorreator

No processo de fermentacdo submersa, um vaso de biorreator
cilindrico pressurizavel com capacidade de 14 litros foi carregado com
10 litros de meio de cultura liquido. Um meio foi preparado como se
segue: 200 g de glicose, 30 g de extrato de levedura e 10 g de extrato
de malte dissolvidos em dez litros de dgua deionizada e suplementados
com 1,2 g de fosfato dibdsico de sédio, 1,2 g de sulfato de magnésio,
0.2 g de cloreto de cdicio. O material foi homogeneamente misturado
até obtencdo de concentragcdes adequadas.

O reator com o meio de cultivo foi esterilizado por vapor Umido a
121°C por 30 minutos. Em seguida foi resfriado e teve o pH inicial
ajustado em 6,1 com HzPO4 ou NaOH esterilizados. O ar pressurizado foi
introduzido no fermentador pelo fundo a uma taxa de um volume de ar
por minuto por litro de cultura. A agitacdo foi mantida em 250 rpm com
eixo de agitacdo do tipo hélice.

Um indculo de 30 g (calculado em base seca) de micélio fungico
foi fransferido por pressdo positiva para o biorreator de bancada para
fermentacdo submersa. O cultivo prosseguiu por um periodo de 120
horas a 28°C. A amostragem foi realizada a cada 12 horas.

O resultado da cinética fermentacdo, representada pelo
consumo de glicose, formacdo de biomassa e proteina solUvel, além
das variacdes de oxigénio dissolvido (dO2) e pH estdo representados na
Figura 7.

O rendimento da reacdo (Yx/s) de biomassa (X) a partir de

substrato (S) foi de0,43 gramas de biomassa por grama de glicose, com
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consumo de 94% da glicose para o crescimento e manutencdo (Figura
7).

A fermentacdo submersa foi escolhida neste exemplo porque
converteu todo o acucar disponivel para a biomassa e produto em
apenas 48 horas, um periodo de tempo relativamente curto. Em cultura
liguida o fungo apresentou formacdo distribuida de micélio, sem afetar

as caracteristicas de fluxo quando sob agitacdo continua.

EXEMPLO é - Processo de producdo de composicdo farmacévutica

leishmanicida envolvendo Fermentacao no Estado Sélido

Outra via para a producdo de compostos macrofungicos com
atividade leisnmanicida é a fermentacdo no estado sélido. Assim como
no exemplo 2, o fungo Perenniporia martiusii foi escolhido, pois de
acordo com o exemplo 1, o extrato deste macromiceto apresentou a
melhor atividade leishmanicida dentre as espécies de macromicetos
avaliodas.

A) Manutencdo do fungo

Culturas estoque foram mantidas em meio sélido de Batata
Dextrose Agar (BDA), contidas em tubos de ensaio (inclinados) ou em
placas de Petri. Subculturas foram realizadas pela fransferéncia de
pedacos de micélio depois que este mudasse de cor branca para
marrom-acinzentada, normalmente a cada quatorze dics. Uma
segunda fonte estoque foi mantida por meio da inoculacdo em
substrato constituido de grdo de milho e carbonato de cdicio (0,.2%). A
cepa foi incubada a 28°C e apds crescimento foi preservada e
estocada a 4°C por periodo de até trés meses.

B) Cultivo de micélio de fungo em meio liquido para preparo de

indculo
O in6culo de micélio foi preparado pela transferéncia de culturas

frescas que apresentassem crescimento uniforme. Recolhiom-se discos
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de 1 cm2 de Agar com micélio crescido por sete dias com o auxilio de
um tubo de metal esterilizado. Neste experimento o meio liquido
utilizado foi o relatado por Fan Leifa (FAN, L. Production of extra-cellular
polyssacharide from Agaricus blazei by submerged and solid state
fermentation and its antitumor effect. Tese de Doutorado, Programa de
P6s Graduacdo em Processos Tecnoldgicos, Universidade Federal do
Parand, 30-50p, 2002), constituido por Glicose, Extrato de Levedura,
Extrato de malte, Fosfato de sddio dibdsico, Sulfato de Magnésio e
Cloreto de cdicio. O cultivo foi feito sob agitacdo em meio liquido em
frascos Erlenmeyer (250 mL — 500 mL), incubados em shaker (120 rpm,
28°C) por 5 dias.
C) Preparo de indculo sdlido

Também denominado popularmente como “semente” ou “spawn”,
o indculo para fermentacdo sélida foi preparado, no presente exemplo,
utilizando gréos de milho como substrato principal. Os grdos foram
cozidos, sua umidade foi agjustada para préoximo de 70% e 1% de
carbonato de cdilcio (em relagcdo & massa seca de grdos) foi
adicionado. A mistura foi acondicionada em sacos de polipropileno
com filtros adaptados. O substrato empacotado foi autoclavado a
121°C por 40 minutos. Apds resfriar & temperatura ambiente, os pacotes
foram inoculados com culturas de micélio em meio liquido, preparadas
conforme descrito no item anterior. Os pacotes inoculados foram
incubados a 25°C por 30 dias até a completa miceliacdo.

D) Fermentacdo no estado sélido em sacos de polipropileno

O substrato de producdo escolhido para o presente exemplo
consistiu de cepilho de eucalipto, suplementado com 20% de farelo de
trigo e 1% de carbonato de cdicio. Foi adicionada dgua, ajustando a
umidade para aproximadamente 70% e a mistura foi acondicionada
em sacos de polipropileno com filtros adaptados. O substrato

empacotado foi autoclavado a 121°C por 40 minutos. Apds resfriar a
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temperatura ambiente, os pacotes receberam indculo sdlido
(“semente”, ‘“spawn”) em uma taxa de inoculacdo de
aproximadamente 10%. Os pacotes inoculados foram incubados a 25°C
por 30 dias, até a completa miceliagcdo do substrato.

E) Fermentacdo no estado solido em biorreator

O processo descrito neste item estd ilustrado na figura 8. Conforme
o item anterior, o substrato de producdo escolhido consistiu de cepilho
de eucdlipto, suplementado com 20% de farelo de trigo e 1% de
CaCOs. Foi adicionada dgua, ajustando a umidade para
aproximadamente 70% e a mistura foi acondicionada em um biorreator
do fipo tambor rotatério. O substrato foi autoclavado in situ, a 121°C por
40 minutos. Apos resfriar O temperatura ambiente, o reator recebeu
indculo liquido, em condicdes assépticas, transferido por pressdo
positiva em uma taxa de inoculacdo de aproximadamente 10%. O
reator operou a 25°C por 30 dias, com rotacdo intermitente (1 minuto de
rotacdo 5 rom a cada meia hora) e umidade controlada em
aproximadamente 70%, até a completa miceliagcdo do substrato.

Os itens apresentados a seguir descrevem as etapas dos
processos propostos,em forma de fluxogramas, na presente invencdo
estdo representados nas Figuras 8 e 9. Respectivamente, esquematizam
processos que envolvem a tecnologia de fermentacdo submersa e a
tecnologia de fermentacdo no estado sdlido. A seguir serd detalhada a
série de etapas destes processos, desde a preparacdo inicial das
matérias-primas até a obtencdo final de uma composicdo com acdo
leishmanicida.

A etapa fundamental dos processos compreende a cultura de
micélios macrofingicos em biorreator; fornecendo condicoes
apropriadas para o cultivo. Ao final, procedimentos especificos de
processamento de micélio e substratos fermentados devem ser incluidos

para melhorar a qualidade e facilitar manuseio do produto acabado.
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O inicio do processo consiste no acondicionamento de fontes de
carbono, nitrogénio e sais inorgdnicos no compartimento do biorreator.
O tipo de compartimento depende do fipo de fermentacdo a ser
realizada. No caso de fermentacdo submersa, os nutrientes sdo
dissolvidos em meio liquido, o qual pode ser depositado em biorreatores
cldssicos, tais como tanque agitado, coluna de bolhas e airlift, ou em
biorreatores ndo convencionais. No caso de fermentacdo em estado
solido, corresponde @ distribuicdo de substratos solidos e suficiente
umidade em reatores cldssicos do tipo bandeja ou tambores rotativos.

Tal COMPOSICAO FARMACEUTICA inclui, particularmente,
produtos de processos fermentativos industriais de cultivo micelial de
fungos, os quais sd@o produzidos em biorreator por fermentacdo
submersa e ou por fermentacdo em estado sdlido. Ao final dos
processos de fermentacdo submersa, dois produtos genéricos sdo
obtidos: micélio macrofiungico e parte extracelular do meio liquido de
fermentacdo. Respectivamente, essas fontes de matéria-prima serdo
doravante denominadas biomassa e caldo. No caso dos processos No
estado sdlido, o produto de fermentacdo consiste de substrato sdélido
miceliado, devido a dificuldade de separar o micélio do substrato ao
fim do processo.

Estes produtos ser@do convertidos em PRODUTOS SEMI-
ELABORADOS, os quais apds processamento servirdo como INSUMO
FARMACEUTICO (Lei n° 5.991/73 Art. 4°, Item . Decreto 79.094/77 Art. 3°
IV e lein®11.951 de 24 de junho de 2009. Brasil).

As caracteristicas das matérias-primas utilizadas na preparacdo
do meio de cultura sdo de fundamental importdncia na qualidade do
produto final. Em alguns casos €& necessdrio efetuar ajustes,
principalmente em relacdo as quantidades de substrato presentes, que
podem estar em deficiéncia ou excesso. As vezes a matéria-prima ndo

estd em conformidade para uso e necessita passar por fratamentos
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prévios. Vdrios tipos de adequacdo podem ser incluidos a critério do
operador. Enfre as opcodes, muitas sdo corriqueiramente utilizadas como
ajuste da granulometria, maceracdo, filtracdo, homogeneizacdo,
resfriamento, aquecimento, esterilizacdo, complementacdo nutricional,
diluicdo, ajuste de pH, hidrdlises acidas, hidrélises bdsicas e tratamentos
enzimdticos.

O sucesso de um bioprocesso depende de fermentacdes
produtivas e da manutencdo somente das espécies de microrganismos
inoculadas a cultura (monocultura). O procedimento de eliminacdo de
contaminantes pode ser feito tanto por filfracdo ou destruicdo por calor.
Antes da adi¢cdo do indculo é essencial esterilizar o meio de cultura e os
equipamentos a serem utilizados durante o processo. Para evitar a
contaminacdo pode ser acrescida uma ou mais etapas de
esterilizacdo.

Um procedimento cldassico de esterilizacdo € o de submeter o
meio de cultura e o biorreator ao processo de esterilizacdo em
autoclave. Qualguer outro método equivalente, todavia, pode ser
aplicado. A passagem direta de vapor através do meio de culturg,
pelos equipamentos e pelo vaso de fermentacdo, por exemplo, é
igualmente eficiente. Uma alternativa possivel é realizar procedimentos
de pasteurizacdo, ou repetindo-se o processo apds certo intervalo de
tempo, a fim de eliminar esporos latentes ndo desativados numa
primeira vez por tindalizacdo. Para readlizacdo de fermentacdo em
estado sdlido, uma baixa atividade de dgua favorece o processo com
poucas contaminacodes bacterianas.

No método descrito de fermentacdo submersa, o meio foi
preparado, inserido em um reator BIOFLO 110 (New Brunswick) e foi
entdo esterilizado em autoclave a 121°C por um periodo de trinta

minutos. Para a fermentacdo no estado sdlido, o substrato foi
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esterilizado a 121°C por 40 minutos e transferido para o interior do reator
esterilizado.

logo apds resfriar o meio de cultura pods-esterilizacdo serd
adicionado o inéculo. O micélio acrescentado € suavemente agitado
por vdarios dias até o final do crescimento. De acordo com a forca de
agitacdo, diversos agregados de micélio se formam em vdarios
diGmetros; principalmente em forma globular. Tais agregados se
estabelecem em virtude do material polissacaridico formado na
superficie do micélio, o qual age como um aderente.

Apods o resfriamento dos meios liquidos até a temperatura de
28°C, o pH pode ser ajustado para 6,1 com dacido fosférico e hidroxido
de sodio esterilizados.

O in6culo deve ser previamente preparado em outro recipiente.
A finalidade é obter uma quantidade inicial suficiente para dar inicio a
fermentacdo. A preparacdo do indculo deve comecar com culturas
puras de uma espécie de cogumelo escolhido. Diversas linhagens de
macromicetos, incluindo duas da espécie P. martiusii foram isoladas de
espécimes coletados de regides da Mata AtlGntica paranaense pelo
proéprio grupo.

A preparacdo de tais culturas € conhecida e compreendida por
todos aqueles aptos no estado da arte. Na presente invencdo, novas
culturas foram iniciadas tanto por esporos como por fragmentos de
basidiocarpos.Foi experimentalmente determinado que as seguintes
espécies sdo particularmente desejdveis e adaptadas para o processo
adiante descrito:  Pleurotus djamor, P. calvescens, Lycoperdon
marginatum, Perenniporia martiusii, Plectania sp., Ganoderma qustrale,
Ganoderma stipitatum e Oudemansiella canarii. Destas espécies, a mais
desejdavel para a realizacdo desta invencdofoi P. martiusii.

A preparacdo de um indculo conforme a presente invencdo

proporciona uma operacdo em dois estdgios. O primeiro € a
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transferéncia asséptica de micélio macrofungico crescido em placas de
Petri para um frasco contendo meio de cultura liquido. O segundo é a
transferéncia para um frasco maior com maior volume de meio liquido.
Nos dois estagios o material € incubado em temperatura 6tima, sob
agitacdo constante. No caso de cultivos no estado sélido, pode ser
utilizado inéculo sélido, também conhecido como ‘“semente” ou
“spawn’”, usualmente preparado com grdos de cereaqis esterilizados e
inoculados com culturas puras de macromicetos.

O processo de transferéncia de indculo pode ocorrer de vdarias
maneiras. Indculos produzidos em meios liquidos podem, por exemplo,
ser adicionados por pressdo positiva. Conecta-se uma linha de ar
comprimido a um filiro de ar com capacidade de reter particulas
maiores que 0,22 uym. Esta linha de enfrada de ar pressurizado deve
estar conectada a um recipiente que contenha o inéculo (figs. 8.4 e
9.4). Entdo se aplica pressdo suficiente para impelir o indculo por outra
tubulacdo vinculada ao recipiente, como uma cdnula ou mangueira.
Desta forma o indculo é encaminhando em condicoes assépticas até o
vaso principal do biorreator, juntando-se ao meio de cultivo esterilizado.

Por medidas de seguranca, todos os recipientes devem ser
dimensionados para suportar pressdo maior que a de trabalho. Além
disso, devem suportar a esterilizacdo prévia, levando em consideracdo
o vdcuo criado durante resfriamento. Igualmente, linhas, vdlvulas e
conexdes devem suportar tais condicdes. Uma saida de ventilacdo
sempre deve ser considerada.

Em alguns casos o recipiente deve estar adaptado as condicdes
de cultivo, principalmente quando se tratar de grandes volumes de
indculo. Se ftrabalhar com pequenos volumes, pode ser feita a
transferéncia manual do inéculo para este recipiente, desde que em

condicoes assépticas, como por exemplo, dentro de um fluxo laminar.
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No processo de fermentacdo, a cultura pode ser realizada de
forma continua se o meio de cultura € retirado em fluxo continuo,
enguanto meio novo ¢ intfroduzido ao fermentador na mesma taxa (fig.
8.7). Contudo, processos em batelada sdo igualmente eficazes, desde
qgue a formulacdo aquosa preparada seja adequada.

O controle direto do processo pode ser feito com auxilio de
sistemas cldssicos (conhecidos do estado da técnica) de controle de
temperatura (figs 8.8), pH (figs. 8.5 e 9.7), aeracdo (figs. 8.1, 8.2, 8.3, 8.11,
9.1, 9.2, 9.3 e 9.11) e agitacdo (figs. 8.12 e 9.12). Os controles podem
ufilizar instrumentacdo variada, desde que suportem as condicdes de
esterilizacdo e cultivo.

Se possivel, a temperatura deve ser monitorada e mantida
constante durante todo o experimento utilizando um sistema
automatizado de controle. Trocadores de calor convencionais j&
satisfazem essa exigéncia.

Outro fator a ser considerado € a aeracdo. Ela deve suprir as
necessidades aerdbias do cultivo de micélio macrofungico. A aeracdo
é feita por injecdo de ar comprimido ou ar enriquecido com oxigénio. A
compressdo dos gases pode ser feita por um compressor normal,
entretanto, obrigatoriamente deve ser esterilizado por filtros apropriados.

Para melhorar a eficiéncia de tfransferéncia de massa de oxigénio
para o meio liquido faz-se agitacdo forcada. Em fermentacdo submersa
a agitacdo pode ser feita por um eixo mecdnico movido por motor ou
pela injecdo turbulenta de ar. Para meios sdélidos, o usual sdo tambores
rotatdrios, com agitacdo lenta e intermitente, para evitar um excesso de
danos ao micélio.

A agitacdo ideal serve para que o micélio se fragmente e ndo
permita aglomeracdo e aumento de viscosidade que impossibilite a
adequada dissolucdo de oxigénio. A velocidade de rotacdo deve ser

suficiente para homogeneizacdo e dispersdo do ar injetado. Entretanto,
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ndo deve proporcionar a perda de capacidade de crescimento. Na
agitacdo mecdnica, o micélio pode ser danificado se a velocidade de
rotacdo do eixo for muito elevada. No caso de um agitador do tipo
hélice a velocidade deve estar entre 100 e 400 rpm.

Chegando ao fim do processo, a fermentacdo deve ser
descontinuada. Para o rendimento maximo deve-se recolher a cultura
no momento em que a glicose se esgote devido a utilizacdo pelo micro-
organismo. Este ponto pode ser facilmente verificado pelo pH da
cultura que comeca a subir devido a autdlise do micélio. Um periodo de
tempo suficiente de crescimento, por exemplo, leva 120 horas.

A amostragem da cultura pode ser feita em qualguer momento
para verificacdo de rendimento, o qual € determinado por pesagem
apods separacdo do micélio da fase liquida. Da mesma forma pode ser
analisada a concentracdo moment@nea de acucares, proteinas
solUveis ou qualguer outro nutriente por metodologias especificas para
cada caso. No caso dos meios sdlidos, devido a dificuldade de separar
o0 micélio do substrato sélido ao fim do processo, a determinacdo da
biomassa apenas pode ser realizada por metodologias indiretas, como
a dosagem de ergosterol (lipideo produzido pelo fungo) no fermentado.

O produto resultante logo a seguir da fermentacdo em biorreator
ndo é o mais adequado para ser, adicionado diretamente d
COMPOSICAO FARMACEUTICA, proposta na presente invencdo. O
processamento dos fermentadospermite a obtencdo de produtos mais
eficazes e especificos. Se possivel, o material deve ter facil manuseio
para ser de possivel quantificacdo e inclusdo na composicdo, conforme
sugerido.

O micélio é recuperado a partir da cultura por filtracdo ou,
preferencialmente, por centrifugacdo e &, portanto, separado. Este
micélio Umido é de preferéncia lavado com solucdo tamponada em

um pH na faixa de 6-7 para remover o meio de cultura. Ele estd pronto
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para ser usado como uma matéria-prima para a obtencdo de
compostos leisnmanicidas. No caso dos fermentados sdlidos, o micélio
ndo pode ser faciimente separado do meio de cultivo, dessa maneira
todo o fermentado deve ser utilizado para os processos extrativos.

Tanto micélios recuperados de fermentacdo submersa, como
fermentados sélidos podem ser desidratados (figs. 8.21 e 9.14) para que
se mantenha boa condicdo de conservacdo e para isso qualquer uma
das técnicas usuais de secagem que ndo ultrapassem 50 graus Celsius
podem ser empregadas. Sugere-se a aplicacdo do processo de
liofilizacdo, no qual o material € congelado e entdo submetido & vacuo
para sublimacdo da dgua.

O processo inclui ainda a etapa de aproveitamento do caldo de
cultivo fermentado, que é igualmente Util como matéria-prima para
composicdo leishmanicida. Da mesma forma o caldo pode ser
desidratado para obtencdo de produto com menor grau de umidade.

O processo de reducdo de tamanho e fragmentacdo, aqui
descrito, de preferéncia envolve o uso de um aparelho capaz de
submeter a mistura a uma forca de cisalhamento alta (figs. 8.22 e 9.15).
Tal processo de reducdo de tamanho inclui o uso de uma superficie
metdlica perfurada com furos dispostos em diagonais para afetar o
corte e fragmentacdo do material processado por raspagem.

Em uma modalidade, o aparelho de reducdo de tamanho pode
incluir um misturador de alto cisalhamento. Em outra modalidade, o
aparelho pode incluir um homogeneizador, moinho ou liquidificador. Em
geral, o uso de uma superficie metdlica perfurada é preferivel ao
homogeneizador. Em algumas modalidades, o processo de reducdo de
tamanho pode usar dois aparelhos devidamente operados
sequencialmente.

Em algumas situacdesquando em escala de planta piloto, outro

aparelho pode ser usado. As forcas de cisalhamento geradas dentro

Peticio 870200023127, de 17/02/2020, pag. 86/116



84 /87

dos equipamentos de processo devem ser configuradas devidamente
para obtencdo de reducdo de tamanho para pelo menos Mesh-80.

Os materiais liofilizados, finamente particulados, de biomassa,
caldo ou fermentado sélido, devem ser suspensos em solvente orgénico
e mantidos a temperatura ambiente e pressdo atmosférica. Sugere-se
agitacdo continua durante um periodo de doze horas.

Apobs extracdo, o solvente deve ser filirado para a remocgdo de
solidos em suspensdo. Depois disso deve-se proceder a evaporacdo do
solvente, deixando apenas o residuo de fundo. Esta etapa pode ser
realizada preferencialmente em um evaporador a vdcuo do fipo
rotativo.

A utilizacdo de solventes orgdnicos para extracdo deve ser feita
com material sem a presenca de dgua. Isto permite a extracdo direta
com solvente orgdnico sem a presenca de emulsdes dgua-solvente.
Para melhorar os processos de extracdo e recuperacdo, o material
pode ser submetido a processos fisicos ou quimicos conhecidos, tais
como o uso de sonicacdo, homogeneizacdo de células, enzimas liticas,
tensoativos, etc. A seguir, o extrato obtido pode ser separado através
de uma coluna de adsorcdo. Por exemplo, pode ser utilizada uma
coluna de silica compactada ou coluna Sephadex (LH20) para o
fracionamento (figs. 8.23 e 9.16). Alternativamente, o micélio ou
fermentado, podem ser usados diretamente na composicdo. O material
deve ser pesado para determinacdo da quantidade de aplicacdo.
Posteriormente, os compostos devem ser dissolvidos em solvente
apropriado. O uso de dimetilsulféxido (DMSO) é indicado, desde que a
concentracdo final ndo chegue a mais de 1%.

As amostras devem ser filfradas assepticamente por membrana
0,22 um para esterilizacdo sem interferéncia de calor (figs. 8.25 e 9.18).
Nesta fase o extrato estd pronto para ser usado em uma composicdo

farmacéutica. Sugere-se que os produtos finais dos processos descritos
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anteriormente devem ser armazenados em freezer até o momento de
sua utilizacdo.

Os resultados de rendimentos e fluxograma dos processos para
preparacdo de uma composicdo farmacéutica estdo apresentados
nasFiguras7 e 10. O material foi processado individualmente até que
fossem feitos bioensaios in vitro confra formas promastigotas e
amastigostas de espécies de Leishmania.

Apods os dados experimentais realizados e a confimacdo da
atividade inibitéria de multiplicacdo do parasito a presente invencdo as
COMPOSICOES FARMACEUTICAsmostraram que pode ser usada in vivo,
isolada ou associada a algum aditivo, para tratar pacientes humanos
infectados ou suspeitos de estarem infectados por Leishmania, ou in vitro
para avaliar o efeito sobre um produto bioldgico.

Os hospedeiros que podem ser tratados, com a referida
composicdo farmacéutica, incluem mamiferos, (principalmente o ser
humano), mas também canideos, roedores, marsurpiaqis, xenartros
(preguica e tamandud), eqlideos e mulas. A eliminacdo do parasito
também pode ser feita diretamente com o tratamento do hospedeiro
animal. Isto possibilita eliminar ou prevenir a transmissdo para seres
humanos a partir de animais domésticos ou selvagens. Como as
composicoes da invencdo ndo sdo tdxicas em concentracoes eficazes
podem ser seguramente utilizadas para tratar pacientes humanos.
Ressalta-se que a composicdo final deve necessariamente incluir uma
quantidade farmaceuticamente eficaz de algum dos produtos de
processo propostos. Conforme a espécie de fungo utilizada durante a
fermentacdo, o material final terd caracteristicas especificas. No caso
do uso de Perenniporia martiusii para producdo de uma composicdo
leishmanicida, o material final tem aspecto liquido grosso, de cor

amarela e odor amadeirado.
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De acordo com a presente invencdo, o material resultante do
processo de producdo de caldo e biomassa pode ser utilizado em
formulacdo que aplique excipientes sabidamente empregados na
producdo de medicamentos como, por exemplo, aerossois, alcoolatos,
alcoolaturas, ampolas, cdpsulas, cataplasmas, colutdrios, comprimidos,
cremes, drageas, elixires, emulsdes, frascos herméticos, géis, linimentos,
locoes, 6vulos, pastas, pastilhas, pensos fransdérmicos, pilulas, pocoes,
pomadas, pds, seringas, solucdes, supositdrios, suspensdes, tabletes,
tinturas, unglUentos e xaropes; os mesmos vdlidos na Farmacopéia
Brasileira, volumes 1 e 2 / Agéncia Nacional de VigilGncia Sanitdria.
Brasilia: ANVISA, 2010.

Os excipientes empregados nesta invencdo também podem ser
adsorventes, agentes reguladores de pH, conservantes, corantes,
diluentes, dimetilsulfoxido, edulcorantes, estabilizantes, flavorizantes,
solventes, umectantes, mas ndo limitados a estes. Preferencialmente, os
excipientes empregados sdo aqueles sabidamente adotados para a
producdo de medicamentos de uso externo e parenteral.

Os excipientes farmaceuticamente aceitdveis podem ainda
incluir lipossomas, sendo possivel empregar os de forma esférica,
unilamelar ou multilamelar, compostos por lecitina, fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol ou esfingomielina; aplicados como
lipossomas convencionais, lipossomas de longa duracdo, lipossomas
sitio-especifico ou lipossomas polimorficos.

As composicoes farmacéuticas, de acordo com a invencdo,
podem ainda compreender formulacdes que incluam de um a trés
outros agentes antiparasitdrios como ingrediente ativo ou associado,
administrados de modo simulténeo, separado ou sequencial. Desde que
seguras e eficazes, as combinacdes podem incluir antimoniato de
meglumina, estibogluconato de sédio, alopurinol, aminosidine,

anfotericina B, benzinidazol, diminazeno, eflornitina, fungicidas azdlicos

Peticio 870200023127, de 17/02/2020, pag. 89/116



87 /87

usados como inibidores da biossintese de esterol, inibidores da
adenosiimetionina descarboxilase, melarsoprol, miltefosina, nifurtimox,
pafuramidine, paromomicina, pentamidina, plumbaginag, sitemaquine,
suramina ou uréia estibamina.

Métodos que envolvam combinagdes de terapias podem seguir
protocolos simult@neos, intermitentes ou determinados empiricamente,
desde que resulte em efeitos aditivos, logaritmicos ou sinérgicos. Os
efeitos de um tratamento bem sucedido incluem a diminuicdo e
regress@o de lesdes, diminuicdo e desaparecimento dos sintomas de
infeccdo, morte ou inativacdo do parasita, reducdo da carga
parasitdria ou parasitemia, ou a eliminagcdo completa do parasita.
Preferencialmente, o paciente tem recuperacdo estimada de um a trés
meses, se possivel com parasitemia indetectdvel ou pelo menos
reduzida em 50% apds o tfratamento.

A parasitemia pode ser determinada a partir de amostras
bioldgicas obtidas do paciente com suspeita de ainda estar infectado.
Em culturas adequadas, os parasitos que ainda estejam vivos nas
amostras podem se desenvolver e multiplicar. Desta forma, o nUmero de
parasitas visualizados € diretamente ou indiretamente contado por

MICroscopia.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICAO LEISHMANICIDA, caracterizado por compreender o

seguinte principio ativo:

e veiculo farmaceuticamente aceitdvel para administracdo,
caracterizada por compreender, quantidades de 0,1 mg/mL a
2000mg/mL, fracdes selecionadas a partir do extrato de
fermentacdo de macromicetos e substratos, correspondentes a
fracdes purificadas como fracdo Xinf, fracdo D ou fracdo E,
concenfradas com terpenos, humulenos, sesquiterpenos,

meroterpendides ou tropolonas dispersos em fase liquida.

2. COMPOSICAO, CONFORME REINVIDICACAO!1 caracterizada

por macromiceto ser selecionado, preferencialmente Pereniporia

martiussi.

3. COMPOSICAO, CONFORME REINVIDICACAO!1 caracterizada

por substratos serem selecionados de glucose, extrato de levedura

e extrato de malte cervejeiro lupulado
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4. COMPOSICAO, CONFORME REINVIDICACAO1 caracterizada

por veiculo de administracdo ser selecionado de cloreto de sédio,

DMSO, fosfatos, para administracdo parenteral.

5. PROCESSOS DE PRODUCAO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA
COM ACAO LEISHMANICIDA caracterizado por compreender uma

etapa de fermentacdo em biorreator, propiciando formacdo e

recuperacdo de substGncias com atividade leishmanicida, ao

conjugar as seguintes etapas sequenciais:

a. Processamento de uma “mistura padronizada” de fontes de
carbono, de nitrogénio e minerais, dispersos em fase liquida,
de forma homogénea ou heterogénea, adicionados de
antiespumante, ou ainda, preparados em estado sdlido,

adicionados de suporte, suplementos e corretores de pH;

b. Submeter a *mistura padronizada”, processada em etapa A,
a etapa de fermentacdo operacionalizada em biorreator,
na presenca de oxigénio, dgua e diferentes espécies de
fungos, preferencialmente basidiomicetos, em que o
processo ndo €& associado com o crescimento do

microrganismo;

c. Elaboracdo de preparado com atividade leishmanicida
através de concentracdo, processamento fisico-quimico e
recuperacdo de fracdo bioativa obtida em etapa A e B, de

modo a incorpord-lo em composicdo farmacéutica.

6. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por realizar

em etapa A, esterilizacdo da mistura padronizada, por vapor, em
temperatura superior a 121°C; realizar em etapa B, esterilizacdo de
biorreatores e equipamentos acessérios, por vapor, em

temperatura superior a 121°C; e realizar em etapa C, esterilizacdo
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do preparado com atividade leishmanicida por filtracdo em

membrana de porosidade menor que 0,22 um.

7. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por mistura

padronizada incluir fontes de carbono, de nitrogénio, minerais,

suporte, suplementos e supressor de espuma, preferencialmente:

a. fonte de carbono, numa faixa de concentfracoes entre 5 a
?0 gramas por lifro de meio liquido (g/L), compreendendo
glucose, sacarose, amido, em quaisquer combinacdes ou

andlogos dos mesmos, mas Ndo se restringindo a estes;

b. suporte, entre 1 a 98% em peso, compreendendo
subprodutos e residuos agroindustricis, farelos, cascas,
bagacos, dgua de cozimento de cereais e tubérculos,
palhas, cepilhos, serragens, melaco, borra de café, soro de
leite, grdos de cereais, inteiros ou friturados, incluindo trigo,
milho, soja, arroz, sorgo, em quaisquer combinacdes ou

andlogos dos mesmos, mas ndo se restringindo a estes;

c. fonte de nitrogénio, entre 0,5 e 15 g/L, compreendendo
extrato de levedura, exitrato de malte e peptona, em
quaisquer combinagdes ou andlogos dos mesmos, mas Nndo

se restringindo a estes;

d. minerais numa concenfracdo de cada componente, entre
0,001 a 0,6 g/L, compreendendo sais inorgdnicos de
magnésio, potdssio, cdlcio, enxofre e fbosforo, incluindo
sulfato de magnésio (MgSO4), fosfato de potdssio
monobdsico (KH2PO4) e cloreto de cdicio (CaCl2), em
quaisguer combinacdes ou andlogos dos mesmos, mas Ndo

se restringindo a estes;
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e. supressor de espuma, entre 0,01 a 0,5%, compreendendo
compostos a base de silicone inertes, em quaisquer
combinacdes ou andlogos dos mesmos, mas ndo se

restringindo a estes;

f. suplementos, entre 0,5 e 2% (m/m), compreendendo
carbonato de cdilcio (CaCO3) ou CaSO4, Corretores de pH,
hidroxido de sédio, dcido fosférico e dacido sulfurico, em
quaisquer combinacdes ou andlogos dos mesmos, mas NAo

se restringindo a estes.

8. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por
processamento de “mistura padronizada” ocorrer acondicionado
em sistema resistente a processos de esterilizacdo por temperatura
ou irradiacdo, compreendendo utilizacdo de recipientes, aparatos
auxiliares, filtros, tubos e valvulas e biorreator, preferencialmente
com uso de recipientes de vidro, recipientes pldasticos, recipientes
de metal, biorreatores de bancada, biorreatores piloto,
biorreatores industriais, reatores de aco inox, vasos de pressdo,
tanques, piscinas, sacos pldsticos, bandejas, bandejas metdlicas,

tambores metdlicos, mas ndo se limitando a estes.

9. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

processamento da mistura padronizada ocorrer entre 70°C e
300°C, por um periodo compreendido entre 10 a 150 minutos, em
equipamento pressurizado, preferencialmente por vapor Umido
entre 90°C e 150°C ou através da elevacdo momentdnea de

temperatura entre 100 e 200°C, por 10 a 600 segundos.

10. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

processamento da mistura padronizada ocorrer acondicionado
em recipientes que apresentem sistema de agitacdo e difusdo de

ar acoplado, capaz de redlizar circulacdo forcada de ar ou
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oxigénio através da mistura padronizada, no qual o sistema de
difusdo de ar é apto em borbulhar, umidificar, filirar, aquecer e
resfriar o ar que por ele passe, além de confrolar a taxa de
passagem, preferencialmente entre 0,1 a 10 litros de ar por litro de

mistura padronizada a cada minuto (0,1 a 10 v.v.m).

11. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

fermentacdo de mistura padronizada ocorrer na presenca de
oxigénio, agua e indculo de micélio fungico, ser conduzido em
culfivo submerso, em biorreator cilindrico com eixo de agitacdo do
tipo hélice, e preferivelmente o micélio fungico ser da espécie

Perenniporia martiusii

12. PROCESSQOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

fermentacdo de mistura padronizada ocorrer na presenca de
oxigénio, dgua e indculo de micélio fungico, empregar diferentes
espécies de fungos, pelo menos uma das espécies de
macromiceto; incluindo Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii, Pleurotus djamor, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus
pulmonarius, Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatum,
Ganoderma stipitatum, Ganoderma coffeatum, Lepista sordida,
Phaeosphaeria spp. Pycnoporus sanguineus, Coprinus comatus,
Hericium herinaceum, Flammulina velutipes, Volvariella volvaceaq,
Hypsizygus marmoreus, Tremella fusciformis e as diversas espécies
de cogumelos polipordceos, incluindo as do género Perenniporia,
como: P. corticola, P. cystidiata, P. defrita, P. fraxinea, P.
grammothele, P. japonica, P. latissima, P. maackiae, P. martius, P.
medulla-panis, P. minor, P. narymica, P. ochroleuca, P. ohiensis, P.
rhizomorpha, P. straminea, P. subacida, P. tephropora e P.

fruncatospora
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conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

adicionar ao biorreator, entre 0,1% a 40% (em relacdo mdassica)

micélio de macromiceto em forma de indculo, produzido por

procedimentos operacionais deliberadamente implementados,

compreendendo:

a.
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preparacdo asséptica de indculo, constituido por
micélio Umido, micélio drenado ou micélio seco,
preferencialmente utilizando massas micelicis de
culturas puras, previomente incubadas a temperatura

de 22 a 35°C em meios de cultura liquidos ou solidos;

utilizacdo de inéculo fungico previamente preparado
por fermentacdo submersa, em recipientes contendo
volumes enfre 0,05 e 2 lifros de meio de cultivo,
mantidos sob agitacdo entre 60 e 180 rom em shaker

fipo rotativo;

homogeneizacdo, fragmentacdo e maceracdo do
micélio por meio de aplicacdo de forcas mecdnicas
cisalhantes médias a altas, com a utilizacdo de
qualguer equipamento ou utensilio, como bastdo,
moinho, haste, peneira, espdtula, mas ndo se limitando
a estes; ou por meio do aumento de rotacdo do eixo

de agitacdo do biorreator;

. ulilizacdo de técnicas assépticas de transferéncia

durante a incorporacdo do indculo macerado &

mistura padronizada resultante de processamento;

alimentacdo de entrada do cultivo por método semi-
continuo, em que de 5% a 50% do volume final da
fermentacdo é mantido como indculo inicial do cultivo

seguinte.
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14. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

processamento da mistura padronizada ser segmentado em trés
etapas consecutivas, em periodos de pelo menos 24 horas,
referente a etapa de fermentacdo operacionalizada em
biorreator, compreendendo volume de mistura padronizada cada
vez maior, preferencialmente em progressdo logaritimica e com
uso de recipientes de volume condizentes, inicialmente primeira

etapa envolvendo volumes enfre um e dez litros.

15. PROCESSQOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

operacionalizar fermentacdo em biorreator, independente da
capacidade de volume do biorreator, compreendendo controle
de tempo, temperatura, pH (potencial de hidrogénio), oxigénio
dissolvido, agitacdo, aeracdo e pressurizacdo, preferencialmente
por um sistema de controle automatizado e interligado a

instrumentos de medicdo e atuacdo, regulando:
a) tempo de cultivo entre 2 a 240h;
b) temperatura de cultivo entre 4°C a 50°C;

c) agitacdo continua ou intermitente, de preferéncia por
eixo de agitacdo com rotacdo ajustada entre 50 e
500rpm;

d) pH enfre 3,5 a 8,5;

e) fluxo de aeracdo do meio de cultura com ar, incluindo
ar comprimido em composicdo natural ou ar
enriguecido, com pelo menos 25% em volume de
Oxigénio;

f) oxigénio dissolvido, mantendo o sistemma com pelo

menos 1% de oxigénio dissolvido disponivel;
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g) pressdo positiva dos biorreatores, com manutencdo

de pressdo absoluta entre 0,101 e 0,5 MPa.

16. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

modificar propositadamente as condicdoes de processamento
fisico-quimico para elaboracdo de preparado com atividade
leishmanicida, durante ou apds a fermentacdo, compreendendo

quaisquer combinacdoes das seguintes etapas:

a) inducdo de mudanca de cor do micélio de
macromicetos em cultivo, por meio de mudanca
forcada de pH, preferencialmente entre 3 e 9; ou por
exposicdo da mistura padronizada, na presenca de
indculo, a iluminacdo de luz visivel ou iluminacdo ultra-
violeta; ou readlizando mudanca forcada de
temperatura, preferencialmente de 28°C para menos

18°C, por um periodo de uma a 48 horas;
b) repeticdo de etapas em intervalos regulares;

c) emprego de micélio de fungo produzido em biorreator
por processo de fermentacdo anterior; ou material
processado originado da producdo em biorreator,

incluindo caldo de fermentacdo ou biomassa;

d) inducdo de formacdo de compostos de degradacdo
obtidos a partir de um processo que determine morte
celular do micélio durante o processo, de preferéncia

por trituracdo.

17. PROCESSOS, conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

elaboracdo de preparado com afividade leishmanicida
adicionalmente compreender quaisquer combinacdes das

seguintes etapas:
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a)

b)

d)

?/10

remocdo e fragmentacdo de agregados de micélio
de fungo acumulado em partes estagnadas do

biorreator, com diminuicdo de viscosidade global;

fase de separacdo entre biomassa e caldo de
fermentacdo residual oriundo de mistura padronizada,
preferencialmente gravitacdo forcada, filtracdo
realizada através de uma tela de tecido, filtfracdo
convencional ou centrifugacdo, em quaisquer
combinacdes ou andlogos dos mesmos, mas Nndo se

restringindo a estes;

secagem de biomassa e do caldo de fermentacdo
residual oriundo de mistura padronizadaq,
preferencialmente pela incubacdo destes produtos
em temperaturas entre -40°C e 18°C, encadeando
subsequente exposicdo a ar desumidificado por pelo
menos 24 horas, em baixa pressdo e alta circulacdo de
ar; ou secagem por ventilacdo; ou secagem em
estufa; ou secagem por compactacdo do material
Umido; ou secagem por congelamento e liofilizacdo;
ou secagem por frituracdo do material seco até

particulado fino;

compactacdo mecdnica do material seco.

conforme reivindicacdo 05, caracterizado por

elaboracdo de preparado com afividade leishmanicida

adicionalmente compreender quaisquer combinacdes das

seguintes etapas:
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a. processamento  com  solvente  orgdnico, formando
suspensdo heterogénia e mantendo material sob agitacdo
constante, ao abrigo da luz, por periodo entre 2h a 48h,
adicionando uma combinacdo de solventes,
preferencialmente diclorometano, dlcool, tetracloreto de
carbono, cloroférmio, acetona, dgua e quaisquer

combinacodes destes;

b. filtracdo do material em suspensdo por fibras de celulose,

preferencialmente com famanho de poro 11 um;

c. concentracdo do ativo a partir do filtfrado, por evaporacdo
a vdcuo e evaporacdo de solvente orgdnico com aumento

de temperatura até 65°C;

d. separacdo do extrato apolar, preferencialmente através de
mistura de dgua, cloroférmio e o produto resultante da
concentracdo do ativo processado com diclorometano,
agitacdo e separacdo por decantacado, resultando em uma
fase enriquecida com os compostos mais apolares na fase

orgdnica;

e. separacdo e fracionamento por cromatografia de adsorcdo
com fase movel de polaridade crescente, incluindo éter de
petréleo, acetato de etila, etanol, cloroférmio, metanol,

dgua, ou quaisquer combinacdes destes;

f. preparacdo da composicdo  farmacéutica com
solubilizacdo do preparado oriundo do processamento por

solventes orgénicos em solucdo fisioldgica ou tamponada.
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FIGURA 3A
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FIGURA 3B
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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Material de
Fermentagao
{10L)
Perenniporia
martiusii
A @ v
Biomassa Caldo de
109g Fermentacdo
20g

Ke
T

| ©
! l

Xac Xag Xdom Kinf Sac Sdom
507mg 135mg 611mg 181mg 334mg 245.9mg
L A B c D E F
216mg ~  6mg ~  117mg = 1297mg = 288mg = 48.1mg
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