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RESUMO

O género Aureobasidium pertence ao filo Ascomycota, e sdo conhecidos como “black
yeasts” devido a sua capacidade de produzir melanina. As espécies do género estao
presentes em ambientes diversos e apresentam variados modos de vida. O género
Aureobasidium é conhecido por apresentarem grande potencial biotecnolégico devido
a sua capacidade de produzir variadas enzimas extracelulares, sideréforos, “single
cell proteins” e polissacarideos extracelulares como o pululano. A busca por produtos
naturais com aplicacfes terapéuticas apresentou sua “era de ouro” apos a descoberta
da penicilina em 1928, e desde entdo diversos medicamentos foram desenvolvidos a
partir de produtos naturais derivados de plantas e microrganismos. Diversos estudos
evidenciaram efeitos farmacolégicos de interesse por espécies do género
Aureobasidium. Portanto, o presente trabalho teve o objetivo de investigar através de
uma revisao integrativa os efeitos farmacolégicos de substancias produzidas por
espécies do género Aureobasidium. Os bancos de dados Pubmed, Science Direct,
Lilacs e Scielo foram consultados para a busca dos artigos utilizando as combinacdes
das palavras-chave e seus sinénimos “Aureobasidium and pharmacological effect”,
“Aureobasidium and pharmacological activity” e “Aureobasidium and pharmacological
studies”. Foram considerados artigos publicados entre o periodo de 2000-2021, que
utilizaram extratos, fracdes ou compostos isolados de espécies pertencentes ao
género Aureobasidium. A partir das buscas nos quatro bancos de dados foi possivel
encontrar um total de 553 artigos, mas devido aos critérios de exclusdo, apenas 23
foram incluidos na revisdo. Foram encontrados artigos a partir do ano de 2007 até o
ano de 2021, com uma maior prevaléncia de artigos originados do leste asiatico.
Dentre os efeitos farmacoldgicos encontrados € possivel destacar os efeitos
imunomodulador com 9 artigos, anticancer com 4 artigos, além dos efeitos anti-
inflamatorio, antialérgico, antiosteoporoético e antioxidante, contendo 2 artigos cada.
Foi notada a prevaléncia do polissacarideo [B-glucano como principal molécula
bioativa nos estudos, o que corrobora com a literatura, que relata o efeito
farmacoldgico de glucanos de varias origens, principalmente quando se trata do efeito
imunomodulador. Assim, os resultados das buscas na literatura sobre os estudos
farmacolégicos demonstram a importancia do género Aureobasidium para o potencial
uso em terapias medicamentosas, em especial, pela a identificacdo de substancias
que precisam ser melhor caracterizadas frente as suas aplicagbes, mecanismos de
acdo e seguranca de utilizacdo. Por isso, sugere-se que mais estudos sejam
realizados, avancando no estado da arte sobre o género e ampliando os estudos para
outras espeécies.

Palavras-chave: Aureobasidium; Efeito farmacoldgico; Produtos naturais;



ABSTRACT

The genus Aureobasidium belong to the phylum Ascomycota, and are known as “black
yeasts” because of their ability to produce melanin. The species of the genus are
present in various environments and have diverse lifestyles. The genus Aureobasidium
is known to have great biotechnological potential due to its ability to produce several
extracellular enzymes, siderophores, single cell protein and extracellular
polysaccharides such as pullulan. The research for natural products with therapeutic
applications were introduced to their “golden age” after the discovery of penicillin in
1928, and since then several drugs have been developed from natural products of
plants and microorganisms. Many studies evidenced the pharmacological effects of
interest by species of the genus Aureobasidium. Pubmed, Science Direct, Lilacs and
Scielo databases were consulted to search for articles using combinations of the
keywords and their synonyms “Aureobasidium and pharmacological effect”,
“‘Aureobasidium and pharmacological activity” and “Aureobasidium and
pharmacological studies”. Articles published between the period 2000-2021 were
considered, which used extracts, fractions or isolated compounds from species
belonging to the genus Aureobasidium. From the searches in the four databases, it
was possible to find a total of 553 articles, but due to the exclusion criteria, only 23
were included in the review. Articles were found from 2007 to 2021, with a higher
prevalence of articles originating from East Asia. Among the pharmacological effects
found, it is possible to highlight the immunomodulatory effects with 9 articles,
anticancer with 4 articles, and in addition the anti-inflammatory, antiallergic,
antiosteoporotic and antioxidant effects, containing 2 articles each. The prevalence of
B-glucan polysaccharide as the main bioactive molecule in the studies was noted,
which corroborates the literature, that reports the pharmacological effect of glucans of
various origins, mainly through the immunomodulatory effect. Thus, the results of
searches in the literature on pharmacological studies demonstrate the importance of
the genus Aureobasidium for the potential use in drug therapies, in particular, for the
identification of substances that need to be better characterized in view of their
applications, mechanisms of action and safety of use. Therefore, it is suggested that
further studies be carried out, advancing the state of the art on the genus and
expanding the studies to other species.

Keywords: Aureobasidium; Pharmacological Effect; Natural Products
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1 INTRODUCAO

Aureobasidium é um género de fungos do tipo “yeast-like” que pertencem ao
filo Ascomycota, e sdo popularmente conhecidos como “black-yeasts” devido a sua
capacidade de produzir melanina (DE HOOG, 1993). As espécies deste género sao
encontradas em diferentes ambientes, como no solo, em plantas, no mar, e até
mesmo em ambientes com condi¢Oes de temperatura extremas, como no gelo glacial,
apresentando também diversos modos de vida, atuando como saprofitas, endofitas
ou patdgenos de espécies vegetais, e ainda como patdgenos oportunistas de
humanos (ARZANLOU, 2014).

Atualmente, cerca de 38 espécies pertencem ao género Aureobasidium (NASR
etal., 2018). As diferentes espécies tém sido distintivamente estudadas, e dentre elas,
a espécie Aureobasidium pullulans, que foi estabelecida em 1891 por Viala e Boyer
(COOKE, 1959), tem sido estudada obstinadamente nas Ultimas décadas devido ao
seu grande potencial biotecnologico, observado através da producdo de enzimas
extracelulares, sideréforos, “single cell protein” (SPC) e o pululano, composto quimico
produzido pela espécie (CHI et al., 2009). O pululano é um polimero polissacarideo
gue apresenta diversas aplicacfes como, auxiliar na reparacéo de tecidos (SINGH et
al., 2016), carreador de farmacos (TAO et al.,, 2016) e de uso muito difundido na
industria de alimentos a exemplo da producédo de filmes comestiveis, tendo relevancia
biotecnoldgica e econémica (XIAO et al., 2015).

Nesse sentido, apesar da importancia histérica do uso de produtos naturais
para a producdo de farmacos, essa aplicacdo cresceu imensamente desde o
descobrimento da penicilina em 1928 por Alexander Fleming (DA CUNHA; FONSECA;
CALADO, 2019). Apos esta descoberta houve uma crescente e especial triagem em
relacdo as aplicacdes biotecnologicas de micro-organismos, principalmente
actinobactérias de solo e fungos, para a busca de novas substancias com potencial
terapéutico, em especial com efeito antimicrobiano (BEUTLER, 2019). No decorrer
das décadas seguintes, substancias com diversas outras aplicacdes foram sendo
encontradas em produtos naturais e descritas no tocante as suas aplicagdes (LI,
VEDERAS, 2009). Apesar da busca por produtos naturais ter sofrido alteragdes nas
demandas de estudos e investimentos em pesquisa, possibilitada, por exemplo, pelos

avancos tecnolégicos que permitem a sintese de compostos com alto rendimento
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(RISHTON, 2008), a diversidade inexplorada de micro-organismos é um fator
importante a ser considerado, visto que ainda ha muito a ser estudado e os
promissores dados de metagenémica dos Ultimos anos sugerem que produtos
naturais podem ser obtidos e utilizados, em especial na area biomédica (WINTER;
BEHNKEN; HERTWECK, 2011).

Dentre as fontes naturais de compostos bioativos, diversos estudos utilizando
espécies de fungos tém sido realizados na busca por efeitos biologicos que possam
contribuir para o desenvolvimento de farmacos (FOLIGNE et al., 2010; CHATURVEDI
et al., 2018; NKADIMENG et al., 2020). Trabalhos publicados at¢é o momento,
evidenciaram os efeitos antitumorais, antioxidantes e anti-inflamatorios de
substancias produzidas por espécies do género Aureobasidium (HAYASHI et al.,
2019; KAWATA et al., 2015; KITIYANANT et al., 2019).

Desse modo, neste trabalho realizou-se uma reviséo integrativa acerca do
potencial farmacolégico apresentado por substancias derivadas de espécies
pertencentes ao género Aureobasidium em estudos publicados em revistas

cientificas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos

Os fungos sao organismos eucariontes, heterotroficos, pertencentes ao reino
Fungi e apresentam uma grande diversidade, podendo se apresentar de forma
pluricelular (fungos filamentosos) ou unicelular (leveduras) (WEBSTER; WEBER,
2007). Os fungos exercem um papel fundamental no ambiente, pois participam da
ciclagem de nutrientes nos ecossistemas através da decomposicdo da matéria
organica, e também podem apresentar relacées mutualisticas com plantas e animais,
bem como atuarem como patdgenos. Além disso, estéo distribuidos por todo o planeta
e habitam diferentes ambientes, desde o0 meio aquatico ao terrestre, em particulas
presentes no ar, além de poderem ser encontrados em ambientes com temperaturas
extremas como no gelo glacial (TEDERSOO et al., 2014; WEBSTER; WEBER, 2007,
WOQOO et al., 2018).

Até o momento, ha uma caréncia de estudos que exploram a diversidade de
fungos, demonstrando que estes sao insuficientes para compreender o tamanho do
grupo, e de acordo com Hawksworth; Liicking (2017) é possivel que existam cerca de
2,2 a 3,8 milhdes de espécies de fungos no planeta e, no entanto, deste total, apenas
aproximadamente 120.000 espécies sdo conhecidas. Esta lacuna na diversidade de
espécies identificadas e estudadas, dentre outras possibilidades, abre espaco para a
descoberta de novos compostos com potencial bioativo obtidos a partir do reino Fungi,
principalmente através do uso de técnicas mais modernas como a metagendmica e a
expressdo heterodloga, evidenciando a importancia das comunidades microbianas
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

A interagdo ecologica entre as espécies de fungos filamentosos e de leveduras
com outros organismos e a resposta aos fatores estressores abioticos, podem regular
a producdo de metabdlitos secundarios (MACHELEIDT et al., 2016). Os metabdlitos
secundarios podem acabar atuando como um mecanismo de defesa desses
microrganismos, permitindo que estes consigam competir pelo nicho ecolégico que
habitam, como por exemplo, através producao de antibidticos com funcdo de atacar
outros organismos, ou mesmo através da producédo de pigmentos como a melanina
gue atuam na protecdo contra a radiagao ultravioleta emitida pelo sol (ANCHEEVA,
DALETOS; PROKSCH, 2020; HOW et al., 2021; MACHELEIDT et al., 2016). Portanto,
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a grande diversidade estrutural dessas moléculas produzidas traz um enorme
potencial no que se trata ao espectro de atividades e fungbes bioldgicas para esses

metabadlitos.

2.2 Aplicages biologicas dos fungos

O uso de fungos pelo ser humano é milenar, apresentando registros do uso de
leveduras a partir do periodo neolitico em processos de fermentacéo para a fabricacéao
de pées e bebidas alcodlicas (ROSENSTOCK; EBERT; SCHEIBNER, 2021). A
espécie de leveduras Saccharomyces cerevisiae, € uma das mais utilizadas no campo
da biotecnologia por apresentar linhagens com alta performance nos processos de
fermentacao, além de ser utilizada também em outros seguimentos importantes como
o farmacéutico, que utiliza linhagens para a producédo de insulina e de mediadores
importantes para a producdo de vacinas contra virus (DASHKO et al., 2014;
LISZKOWSKA; BERLOWSKA, 2021; MARTINEZ et al., 2012).

De maneira geral, os fungos estdo presentes em diversas areas da
biotecnologia, como na industria de alimentos e de biotecnologia ambiental, na
pesquisa biomédica, na producdo heterbloga de proteinas, na producdo de
biocombustiveis e enzimas extracelulares de interesse industrial (JOHNSON, 2013).
A aplicacdo em diversas areas demonstra a importancia desse grupo de organismos
nas atividades humanas.

Na industria alimenticia, o uso de fungos e de seus metabdlitos sdo bastante
amplos, sendo utilizados na producao de bebidas como vinho e cerveja, na producao
de queijos como o0 gorgonzola e roquefort, na producédo de péaes, de chocolate e de
comidas asiaticas fermentadas, como o tempeh, na produ¢éo de molho de soja e de
tofu (MONEY, 2016). As enzimas produzidas por fungos também s&o bastante
utilizadas na indastria alimenticia, com variadas aplicacfes, dentre elas é possivel
citar o uso de a-amilases para clarificagdo de sucos e na panificagcdo (COUTO,;
SANROMAN, 2006; VAN DER MAAREL et al., 2002), o uso de celulases e xilanases
para a alimentacao animal e para melhorar a qualidade de cervejas respectivamente
(BAJAJ; MAHAJAN, 2019), e peroxidases para desenvolver sabor, cor e qualidade
nutricional aos alimentos (REGALADO; GARCIA-ALMENDAREZ; DUARTE-
VAZQUEZ, 2004).
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Os fungos apresentam um importante papel em processos de biorremediacao,
e algumas espécies, ja apresentaram a capacidade de biodegradar microplasticos,
diminuir a concentragdo de mercurio em solos contaminados através da
biovolatilizagdo e bioacumulacdo, bem como na degradagdo de micropoluentes
organicos em ambientes aquaticos (AMOBONYE et al., 2021; MADADI; BESTER,
2021; PIETRO-SOUZA et al., 2020).

Outra grande contribuicdo dos fungos quanto as aplicagBes bioldgicas esta
relacionada a espécie S. cerevisiae que além de ser amplamente utilizada em
processos de fermentacdo e de producdo de biocombustiveis, também contribui
bastante na area da engenharia genética através da producdo de diversas proteinas
de interesse humano, além de ser considerada um organismo modelo, tendo sido o
primeiro organismo eucarionte a ter seu genoma sequenciado (HOU et al., 2012).
Portanto, a producao de proteinas por microrganismos proporcionada pela expressao
heter6loga € uma maneira mais sustentavel, econémica e eficiente de obter os
insumos desejados quando equiparados a obtencao através de fontes naturais, o que
salienta a importancia desses microrganismos para a humanidade (FERRER-
MIRALLES et al., 2015).

2.3 Fungos como fonte de principios ativos para o desenvolvimento de produtos

terapéuticos

O século 20 foi marcado pela descoberta da penicilina, um medicamento
desenvolvido a partir de um fungo filamentoso do género Penicilium spp. que
revolucionou a medicina e trouxe grandes beneficios para a humanidade, afetando
através de uma reducéo direta os indices de mortalidade e de morbidade por doencas
causadas por infec¢des bacterianas (AMINOV, 2017). A partir de entdo, a busca por
outros compostos ativos com efeito antibacteriano foi mais intensa, com a “Era de
Ouro” ocorrendo entre os anos 50 e 60 do século passado, onde muitas novas classes
de antibidticos foram encontradas (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019),

sendo algumas delas derivadas de fungos como é possivel observar na figura 1.



Figura 1 — Linha do tempo com o descobrimento de classes de antibidticos.
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Linha do tempo ressaltando a relevancia dos estudos com microorganismos como base para a
aplicacdo no desenvolvimento de produtos terapéuticos (Modificado a partir de HUTCHINGS;
TRUMAN; WILKINSON, 2019).

O sucesso alcancado com o descobrimento desses compostos impulsionou o
investimento em pesquisas que visavam descobrir novos antimicrobianos sintéticos
através de triagens de alto rendimento (PAYNE et al., 2015). No entanto, apesar dos
investimentos na area, os resultados foram ficando menos promissores a medida que
as décadas foram passando, devido ao menor nimero de moléculas de interesse
descobertas (KATZ; BALTZ, 2016). Entretanto, com o surgimento de novas
tecnologias que proporcionam ferramentas para o sequenciamento do genoma de
microrganismos de ambientes pouco explorados, a busca de produtos naturais vem
ressurgindo como uma éarea rentavel e de interesse biomédico (HUTCHINGS;
TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Assim, reforca-se a necessidade de estudos na area, pois diversos estudos
demonstram que metabdlitos produzidos por fungos apresentam um amplo espectro
de aplicacbes, podendo dar origem a medicamentos com finalidades especificas. E
possivel destacar o crescente uso de fungos endofiticos e marinhos de diversos
géneros, com destaque para Aspergillus, Penicilium e Trichoderma, no descobrimento

de produtos naturais importantes, que apresentam efeitos antitumorais, anti-
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inflamatorios, antiparasitarios, antivirais, e antimicrobianos (JIANG et al., 2020;
SINGH et al., 2021).

2.4 Género Aureobasidium

O género Aureobasidium agrupa espécies de fungos conhecidas por
apresentarem producdo de melanina, pela grande variacédo genética, e a producéo de
varios tipos de enzimas extracelulares de interesse biotecnologico (LI et al., 2015). De
acordo com Nasr e colaboradores (2018), o numero de espécies pertencentes ao
género é cerca de 38 dependendo do repositorio consultado, entretanto, algumas
novas espécies foram posteriormente descritas, como a A. acericola e A. pini,
aumentando o numero de espécies para cerca de 40 (JIANG; LIANG; TIAN, 2019;
LEE et al.,, 2021). Esse género esta presente em diversos ambientes, e podem
apresentar trés morfotipos diferentes, sendo estes grandes clamidosporos, filamentos
septados e alongados, e como pequenas células elipticas leveduriformes (LI et al.,
2015).

A. pullulans é a espécie mais estudada do género, e € considerada muito
importante no aspecto biotecnoldgico, pois diversas linhagens da mesma séo capazes
de produzir enzimas extracelulares, polissacarideos e 6leos pesados (LEATHERS et
al., 2013; MANITCHOTPISIT et al.,, 2011; RAVELLA et al., 2010). Além disso,
atividade antimicrobiana também ¢é relatada através da capacidade da espécie de
eliminar fungos e bactérias de seus locais de adesdo através da competicdo por
nutrientes, pela producdo de metabdlitos e de enzimas antagonistas (BOZOUDI;
TSALTAS, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar através de uma revisdo integrativa os efeitos farmacoldgicos de

substancias derivadas de espécies de fungo pertencentes ao género Aureobasidium.

3.2 Objetivos especificos

* Identificar o conhecimento produzido e publicado sobre os efeitos
farmacoldgicos de substancias isoladas, fracdes e/ou extratos derivados a partir de
espécies do género Aureobasidium.

+ Classificar os diferentes efeitos farmacolégicos estabelecidos nos estudos
selecionados.

* Sintetizar as informacdes referentes aos mecanismos de acao envolvidos nos

potenciais efeitos farmacoldgicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

O presente trabalho consiste em uma revisdo integrativa, um método
fundamentado pela coleta de dados disponiveis na literatura para que haja um
aprofundamento do conhecimento em determinado tema investigado (MENDES;
SILVEIRA; GALVAO, 2008).

4.2 Estratégia de busca

Para atender as demandas de identificacdo de estudos que descrevam o efeito
farmacolégico de espécies do género Aureobasidium, foram realizadas buscas nos
bancos de dados PubMed, Science direct, Lilacs e Scielo. Para tal, foram utilizadas
diferentes combinacdes das palavras-chaves e seus sindbnimos: “Aureobasidium and
pharmacological effect’, “Aureobasidium and pharmacological activity” e
“Aureobasidium and pharmacological studies”. A busca foi realizada considerando
artigos publicados dentre o ano de 2000 até o més de dezembro de 2021. Foram
considerados neste estudo os artigos disponiveis na integra que correspondem ao

objetivo da pesquisa, escritos em inglés, portugués ou espanhol.

4.2 Critérios de incluséo e exclusao

Os artigos foram selecionados manualmente através das informacdes contidas
nos titulos e resumos para excluir estudos que nao correspondam ao objetivo da
pesquisa. Quando necessario, o artigo foi acessado na integra para identificar se
estava adequado a proposta do trabalho. Artigos de reviséo e capitulos de livros ndo
foram considerados como resultados da proposta deste estudo.

Critérios de inclusdo dos estudos:

* Foram incluidos artigos que apresentaram um viés farmacolégico que

utilizaram extratos e/ou fra¢cdes, bem como compostos isolados a partir de espécies

pertencentes ao género Aureobasidium;
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» Artigos com metodologias que incluam testes “in vitro”,“ in vivo” ou ensaios
clinicos que testaram extratos e/ou fracdes, bem como compostos isolados de
espécies pertencentes ao género Aureobasidium.

» Os artigos elegiveis foram selecionados a partir de publicagbes abrangendo
o periodo dos anos 2000 a 2021, publicados na lingua portuguesa, espanhola ou

inglesa;

Critérios de excluséo dos estudos:
* Foram excluidos todos os artigos cujos textos completos nao foram
acessiveis por meio das bases de dados, que estavam escritos em idiomas

diferentes dos selecionados, ou que ndo apresentavam acao biomédica aplicavel.

4.3 Analise dos dados

ApoOs a obtencdo dos dados através das buscas, os titulos dos artigos foram
organizados em uma planilha usando o Microsoft Excel, levando em consideracéo a
ordem de publicacdo dos estudos, sendo do mais antigo para o mais recente.

Os artigos selecionados foram lidos na integra e analisados, para entdo ser
realizada a sintese das informacdes relacionadas ao tema para escrita do manuscrito.
A sintese foi efetuada através da categorizacdo dos efeitos farmacologicos
encontrados nas buscas, compilando os artigos que possuam relacao entre si quanto
ao efeito farmacoldgico retratado no estudo.



24

5 RESULTADOS

5.1 Selecédo dos artigos

A partir das buscas realizadas nos bancos de dados utilizando a combinacéo
de palavras-chave: “Aureobasidium and pharmacological effect”, “Aureobasidium and
pharmacological activity” e “Aureobasidium and pharmacological studies” e seus
sinbnimos, foi possivel encontrar um total de 179 artigos no PubMed, 373 no Science
Direct, 1 artigo no Lilacs. Nenhum artigo foi encontrado no Scielo.

Diante desses resultados, através da leitura de titulos e resumos, foram
selecionados 37 artigos para leitura integra dos textos, entretanto, nao foi possivel
acessar 11 destes artigos devido a indisponibilidade através da plataforma de
periodicos da instituicdo de ensino. Outros 3 artigos foram excluidos devido ao idioma
do estudo, ou por ndo se enquadrarem nos critérios voltados a natureza dos estudos.
Ao término da selecdo, 23 artigos foram utilizados para a composi¢do do estudo,

conforme a figura 2 abaixo.

Figura 2 — Fluxo para andlise e selecdo dos artigos nas bases de dados para compor
o estudo.
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Os estudos encontrados foram publicados num total de 21 periddicos
compreendendo o periodo de 2007 a 2021. Os efeitos farmacologicos descritos foram:
imunomodulador, anticancer, anti-inflamatério, antioxidante, antiosteoporotico,
antialérgico, protetor contra lesbes gastricas, e transportador de microRNA, com
diferentes nimeros de estudos para cada efeito. Como mostrado na figura 3, o efeito
imunomodulador apresentou 9 estudos publicados, sendo o efeito mais avaliado,
seguido pelo efeito anticancer com 4 estudos, e 0s demais apresentando 2 ou menos

estudos.

Figura 3 — Efeitos farmacoldgicos encontrados nos artigos selecionados
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Os artigos selecionados foram lidos na integra, e organizados de acordo com
o periodo de publicacdo, como é possivel observar no quadro 1 (p. 24), que também
apresenta outras informacfes pertinentes como o autor principal, o efeito
farmacoldgico avaliado, o pais de origem artigo, o ano de publicacdo, o tipo de
amostra e a espécie da qual a amostra foi obtida.



Quadro 1 - Artigos selecionados
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no apos a aplicacdo dos critérios de inclusao e

exclusao.
Pais de . . ) Tipo de
Autor Ano . = Espécie Tipo da amostra Efeito P
publicacao estudo
Aureobasidium Substancia )
Nobunao et al. 2007 Japao . Imunomodulador In vitro
pullulans isolada
. Aureobasidium Substancia . )
Yoshiyuki et al. 2007 Japao ) imunomodulador In vivo
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia
Yoshiyuki et al. 2007 Japao ) Antialérgico In vivo
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia .
Yatawara et al. 2009 Japao ) Imunomodulador In vivo
pullulans isolada
. Aureobasidium Substancia . - )
Cho et al. 2009 Coreia do Sul ) Antiosteoporético In vivo
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia Protetor contra lesdes )
Tanaka et al. 2011 Japéo . - In vivo
pullulans isolada gastricas
. Aureobasidium Substancia o )
Ku et al. 2012 Coreia do Sul ; Antialérgico In vivo
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia Invivo ein
Muramatsu et al. 2012 Japao . Imunomodulador .
pullulans isolada vitro
. - Aureobasidium Substancia .
Tamegai et al. 2013 Japao ) Imunomodulador In vitro
pullulans isolada
. - Aureobasidium Substancia .
Tanioka et al. 2013 Japao - Imunomodulador In vivo
pullulans isolada
. L - Aureobasidium Substancia - .
Manitchotpisit et al. 2014 Tailandia . Anticancer In vitro
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia - )
Kawata et al. 2015 Japao . Anticancer In vitro
pullulans isolada
. . Aureobasidium Substancia L )
Kim et al. 2015 Coreia do Sul . Antioxidante In vivo
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia Invivo ein
Zhang et al. 2016 China ) Anticancer .
pullulans isolada vitro
. Aureobasidium Substancia .
Wang et al. 2016 China . Imunomodulador In vitro
pullulans isolada
. - Aureobasidium Substancia Invivo e in
Fujikura, et al. 2018 Japéo . Imunomodulador .
pullulans isolada vitro
. Aureobasidium Substancia . - )
Cho et al. 2018 Coreia do Sul . Antiosteoporoético In vivo
pullulans isolada
- - Aureobasidium Substancia L )
Kitiyanant et al. 2019 Tailandia . Antioxidante In vitro
melanogenum isolada
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Continuacédo do quadro 1 - Artigos selecionados no apos a aplicacdo dos critérios
de incluséo e excluséo.

Pais de . . . Tipo de
Autor Ano . ~ Espécie Tipo da amostra Efeito P
publicacao estudo
. ~ Aureobasidium Substancia L - )
Hayashi et al. 2019 Japao ) Anti-inflamat6rio In vitro
pullulans isolada
) Aureobasidium Substancia L - )
No et al. 2021 Coreia do Sul ) Anti-inflamatério In vitro
pullulans isolada
Aureobasidium Substancia Antigenotéxica e Anti-
Yuzbasioglu et al. 2021 Grécia . 9 N In vitro
pullulans isolada cancer
Aureobasidium Substancia Ensaio
Raghavan et al. 2021 India . Imunomodulador .
pullulans isolada clinico
Aureobasidium Substancia
Moraes et al. 2021 Franca ) miRNA delivery In vitro
pullulans isolada

Em relacdo aos periodos das publicacdes, de acordo com a busca realizada a
partir dos termos descritos, o primeiro artigo publicado entre o periodo de 2000 a 2021
gue avaliou o potencial farmacologico de amostras oriundas de A. pullulans ocorreu
no ano de 2007, por lkewaki e colaboradores (2007), um estudo japonés que
demonstrou o efeito imunomodulador do B-glucano isolado da espécie. A figura 4
apresenta um grafico indicando o nimero de publicacbes encontradas no periodo
avaliado, e mostra oscilagcdbes no numero de publicacbes em relacdo ao tempo,
apresentando 3 publicacdes em 2007, e ainda, 0 nimero maximo de publicacbes até

o0 momento, que foram 4 no ano de 2021

Figura 4: Gréfico da distribuicdo temporal em relacdo ao nimero de publicacdes dos
artigos cientificos relacionados com a tematica da pesquisa.
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O Japao foi o pais que apresentou o maior numero de publicagbes com um total
de doze artigos publicados (cerca de 50% do total), seguido pela Coreia do Sul com
cinco (20,8%), China e Tailandia com dois (8.3 %) e Grécia, india e Franca com um
artigo cada (4,16%), o que evidencia que o maior nimero de artigos foi publicado em
paises do leste asiatico.

A maioria dos artigos utilizou amostras isoladas da espécie A. pullulans, com
apenas um artigo utilizando outra espécie, a A. melanogenum, onde foi utilizado o

sideroforo fusigen para avaliar

Figura 5: Grafico indicando o numero total de publicacdes por pais
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5.2 Efeitos farmacoldgicos descritos em estudos com as espécies do género

Aureobasidium.

5.2.1 Efeito imunomodulador

Foram encontrados 9 artigos avaliando o efeito imunomodulador de
substancias provenientes do género Aureobasidium, sendo este o efeito mais
comumente investigado a partir de substancias relacionadas a esse género de fungos

Grande parte dos artigos utilizaram o B-glucano isolado a partir de linhagens da
espécie A. pullulans, e esses glucanos nada mais sdo do que polissacarideos
compostos por mondmeros de D-glicose unidos por ligacdes glicosidicas e que estao
presentes nas paredes celulares de plantas, fungos, algas e bactérias (BOHN;
BEMILLER, 1995).

O primeiro estudo identificado foi o trabalho de Ikewaki e colaboradores (2007)
onde foi observado que o B-glucano estimulou a producédo da interleucina 8 (IL-8) e
da proteina Fas soluvel (sFAS) em células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMC do inglés peripheral blood mononuclear cells) e na linhagem de
mona@citos humanos U937 via dectina-1, além de aumentar moderadamente os niveis
de incorporacdo de 3H-timidina de maneira dose-dependente, 0 que indica um
aumento na sintese de acido desoxirribonucleico (DNA). O estimulo dessas vias indica
um efeito imunomodulador in vitro em ambos os tipos celulares utilizados, e os autores
sugerem que o B-glucano é um 6timo candidato para estudos na area médica,
farmacéutica e nutricional, podendo ser utilizado como suplemento alimentar.

O estudo de Kimura e colaboradores (2010) investigou o efeito do B-glucano
isolado da linhagem 1A1 de A. pullulans. Foi avaliado o efeito do polissacarideo em
camundongos Balb/c machos estimulados com estresse de contencao, condi¢cdo que
aumenta os niveis de glicocorticoides (horménios que ativam vias que levam a
imunossupressao) e verificou-se que o tratamento feito por via oral durante 7 dias foi
capaz de diminuir a producdo de corticosterona no sangue dos animais, bem como
prevenir a reducdo dos niveis de interleucina 6 (IL-6) e IL-12. Desse modo, 0
tratamento resultou numa diminuicdo dos efeitos maléficos causados pelo estresse
induzido aos animais, aliviando assim os sintomas provocados pela imunossupressao,

que geralmente ocorrem devido ao aumento nos niveis de glicocorticoides (JUNG et
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al., 2019), e também aumentou a atividade das células “natural killer” NK, em funcao
do aumento dos niveis de IL-12 no sangue (WAGSTAFFE et al., 2018)

O mesmo polissacarideo também foi estudado em outros artigos, que
corroboram com a agédo imunomoduladora (YATAWARA et al., 2009). O estudo de
Yatawara e colaboradores utilizou um modelo experimental com camundongos
C57BL/6 infectados com Leishmania amazonensis, e observaram o aumento da
atividade de células "natural killer" (NK), que foi medido através de um ensaio de
liberacdo de cromo-51 de 4h (do inglés “4-hr 51Cr-release”), e pelo aumento dos
niveis de interferon-gama (IFN-y) nos grupos tratados com o [-glucano.
Consequentemente foi possivel observar uma diminuicdo do edema da pata onde
foram realizados os in6cuos com L. amazonensis, 0 que pode estar relacionado a
eliminacéo dos parasitas pela acdo das células NK (YATAWARA et al., 2009).

O estudo de Tanioka e colaboradores (2013) investigou o efeito do B-glucano
oriundo de linhagens de A. pullulans, e puderam observar uma acao
imunomoduladora in vivo e in vitro. Os autores observaram que o tratamento in vitro
com o B-glucano induziu um aumento da secrecdo de imunoglobulina A (IgA) e das
citocinas IL-5, IL-6 em células linfoides presentes na placa de Peyer e em células
dendriticas associadas de camundongos BALB/c. Além disso, um ensaio in vivo
avaliou o tratamento via oral por duas semanas com o 3-glucano em animais tratados
simultaneamente com a ciclofosfamida (medicamento imunossupressor), e 0s
resultados demonstraram que a producéo de IL-6 e IgA persistiu, corroborando com
o efeito do polissacarideo sob 0 aumento da expressao dessas moléculas. (TANIOKA
et al., 2013).

O fluido obtido a partir da cultura de A. pullulans (AP-CF) foi investigado em
outros estudos, e de acordo com Muramatsu e colaboradores (2012), onde utilizou-se
uma linhagem do virus causador da influenza (H1N1) em ensaios in vivo, 0s
resultados demonstraram que apesar de ndo haver alteracdes significativas nos niveis
de mRNA (RNA mensageiro) de citocinas pro-inflamatérias como IL-1f3, IL-6, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador de colénias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF), fator estimulador de col6nias granulocitarias (G-CSF) e IFN-y
no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6N machos expostos ao virus, a
administragdo oral do AP-CF foi capaz de aumentar os niveis de mRNA dos
receptores RIG-1 (do inglés retinoic acid-inducible gene-lI) e MDA5 (do inglés

melanoma differentiation-associated protein 5), que sdo proteinas importantes para o
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reconhecimento de células infectadas por virus, e esse aumento prolongou o tempo
de sobrevivéncia dos animais tratados. Além disso, também se observou a diminui¢cado
da replicagéo viral decorrente do pré-tratamento dos animais, que foi realizado uma
vez ao dia durante 7 dias.

Ja no estudo de Fujikura e colaboradores (2018), o AP-CF foi investigado em
ensaios in vitro e in vivo. Os resultados demonstraram que o tratamento com AP-CF
promoveu o aumento da acao de linfocitos Thl in vivo em camundongos C57BL/6 (B6)
infectados pelo virus causador da influenza tipo A (H3N2) através da acado da IL-18
gue foi encontrada em niveis séricos maiores que o do grupo controle ndo tratado.
Além disso, foi verificado que os niveis de IL-18 e IL-12 aumentaram nos ensaios in
vitro utilizando células dendriticas (CDs) da linhagem DC2.4 e também in vivo nas
CDs primérias de obtidas do exsudato peritoneal de camundongos C57BL/6 (B6)
machos. Também foi possivel comparar o efeito do tratamento do AP-CF com o
adjuvante hidréxido de aluminio, que foi usado como controle, e 0 AP-CF demonstrou
uma menor reposta inflamatéria, apresentando, provavelmente, um menor efeito
prejudicial (FUJIKURA et al., 2018).

O estudo de Tamegai e colaboradores (2013), os autores verificaram que o co-
tratamento utilizando R-885 (um agonista de TLR-7/8) com o sobrenadante da cultura
de A. pullulans contendo B-glucano possui efeito sinérgico aumentando a resposta de
macréfagos diferenciados pelo estimulo com PMA (do inglés Phorbol 12-myristate 13-
acetate) na linhagem de mondcitos THP-1. A partir dos resultados do estudo, verificou-
se que esse co-tratamento aumentou significativamente a expressédo de TNF-a e IL-
12p40 nos macrofagos tratados, bem como aumentou a capacidade fagocitica contra
corpos apoptéticos de células leucémicas Jukart dos macrofagos quando comparados
ao tratamento apenas com R-885. Os trés estudos juntos, mostram que o material
secretado pela espécie A. pullulans, possui substancias capazes de estimular uma
resposta imunoldgica.

Raghavan e colaboradores (2021) realizaram um estudo clinico piloto,
randomizado, com 24 pacientes na india, utilizando o polissacarideo B-glucano
derivado de duas linhagens de A. pullulans para o tratamento dos pacientes com
quadro de COVID-19 (do inglés corona virus disease) ndo severa, mas que
precisaram ser hospitalizados, buscando avaliar a eficacia imunomoduladora do
polissacarideo. De acordo com os autores, o tratamento com o B-glucano foi realizado

juntamente com o tratamento padrao utilizado no local do estudo (Remdesivir 200 mg
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(Dia 1), Remdesivir 100 mg (Dia 2 a Dia 5), Solumedrol 80 mg, Clexane 40 mg,
broncodilatadores, antibiéticos de amplo espectro e medidas de suporte) e observou-
se que os pacientes tratados por 30 dias (via oral; dose 270 mg divididos em 3
refeicbes) com o suplemento de 3-glucano apresentaram uma diminui¢ao significativa
nos niveis de IL-6 no final dos primeiros 15 dias, acompanhada de uma maior reducao
no 30° dia quando comparado ao grupo que recebeu apenas o tratamento padrao
(grupo controle). O mesmo padrdo ocorreu em relacdo aos niveis de LCR (do inglés
lymphocyte-to-C-reactive protein ratio) e LeCR (do inglés leukocyte to C-reactive
protein ratio). (RAGHAVAN et al., 2021).

A partir dos autores indicarem que os resultados sdo promissdées, 0S mesmos
sugeriram que mais estudos sdo necessarios para valida-lo, e caso corroborados, o
B-glucano derivado de A. pullulans podera ser utilizado como tratamento adjuvante
para pacientes acometidos pela COVID-19.

Contribuindo com esses achados, essas moléculas sdo capazes de ativar a
resposta imune inata, principalmente em mondcitos e macrofagos, aumentando a
atividade antimicrobiana e as propriedades anti-inflamatorias derivadas da ativacao
dos receptores Dectina-1 e TLRs (do inglés toll-like receptors) (DE MARCO CASTRO;
CALDER; ROCHE, 2021)

5.2.2 Efeito anticancer

De acordo com o NCI (2021) (do inglés “National Cancer Institute”) o cancer
refere-se a um conjunto de doencas que sdo caracterizadas por um aumento
descontrolado na proliferacdo celular através de mecanismos complexos e
multifatoriais. O crescimento desgovernado ocasionado por mutagcdes no DNA pode
gerar células capazes de se disseminarem no organismo, levando ao processo
chamado metastase, que € um dos principais fatores de letalidade desse conjunto de
doencas (SUHAIL et al., 2019).

Foram encontrados um total de 4 artigos que investigaram o efeito anticancer
de substancias produzidas por espécies do género Aureobasidium durante a
pesquisa, classificando este como o 2° efeito mais identificado no que diz respeito a
avaliacao farmacologica do género.

O estudo de Kawata e colaboradores (2015) investigou o efeito antitumoral do
B-glucano isolado de linhagens de A. pullulans mediado pela indugdo do aumento da
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producdo de TRAIL (do inglés Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing
Ligand), uma citocina conhecida por estimular a apoptose de células transformadas.
No trabalho citado, o B-glucano foi capaz de aumentar a secrecdo de TRAIL em trés
linhagens de células mononucleares: RAW264.7 (macréfagos murinos), THP-1
(monécitos humanos) e Mono-MAC-6 (mondcitos humanos). Apds tratar a linhagem
de células de cancer cervical (Hela) com o sobrenadante da cultura dos mondcitos,
foi possivel observar que dentre as linhagens testadas, os mondcitos Mono-MAC-6
apresentaram a capacidade de induzir a apoptose das células tumorais através da
cascata de caspases, indicando que o tratamento com o B-glucano pode estimular a
células do sistema imune a atacar células tumorais e induzi-las ao processo de morte
celular (KAWATA et al., 2015).

Ja o estudo de Manitchotpisit e colaboradores (2014) utilizou o 6leo liamocin
extraido de linhagens da espécie A. pullulans para testar atividade antitumoral em
diferentes linhagens de células de cancer de mama (SK-BR-3, T47D) e de cancer
Cervical (HelLa) através do ensaio de proliferagdo celular por MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). O liamocin de duas linhagens
de A. pullulans apresentou resultados significativos na inibicdo da capacidade
proliferativa das linhagens de células tumorais utilizadas, enquanto que em células
saudaveis de epitélio renal (Vero) a substancia ndo apresentou reducéo da viabilidade
celular. (MANITCHOTPISIT et al., 2014).

No trabalho de Zhang e colaboradores (2016) foi observada a ativacéo de
células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs do inglés Bone Marrow
Dendritic Cells) in vitro e do baco (cDCs do inglés C57BL/6 Dendritic Cells) in vivo
apos tratamento com o pululano, um exopolissacarideo derivado da espécie A.
pullulans. Também foi verificado que o pululano promoveu a secre¢ao de algumas
citocinas inflamatérias em BMDCs e cDCs, sendo estas a IL-6, IL-12p40, e TNF-a
(ZHANG et al., 2016). Os niveis de IFN-y produzidos pelos linfocitos T CD4* e CD8*
no baco dos animais subiram, ainda que a porcentagem de IL-4 e IL-17 n&o tenha
sido afetada (ZHANG et al., 2016). De acordo com 0s autores, esses achados indicam
gque o polissacarideo funciona como um adjuvante imunogénico, promovendo
repostas a antigenos especificos pelos linfécitos T em neoplasias.

Outro aspecto importante desse estudo foi 0 aumento da expressado do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC do inglés major histocompatibility

complex) de classe | e Il no estudo experimental com camundongos C57BL/6 , que
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foram tratados com uma combinacdo de ovoalbumina com pululano (ZHANG et al.,
2016). Os animais foram inoculados com a linhagem de células de melanoma murino
B16F10, e esta combinacao acarretou na maturagcéo de cDCs que consequentemente
promoveram a ativacdo e migracdo de linfécitos T para o ambiente tumoral (ZHANG
et al., 2016). Nos animais que receberam o tratamento, houve uma diminuicdo no
tamanho do tumor, e na invasao de células tumorais no figado em comparacdo aos
outros grupos. O estudo mostra que a acédo adjuvante do pululano foi corroborada
através da associacdo com a proteina relacionada a tirosinase 2 (TRP2 do inglés
Tyrosinase-related Protein 2), antigeno especifico do melanoma, que confirmou os
resultados obtidos, suprimindo o crescimento tumoral (ZHANG et al., 2016).

O exopolissacarideo pululano também foi utilizado por Yuzbasioglu e
colaboradores (2021), e apresentou um efeito citotoxico e antiproliferativo em uma
linhagem de células de cancer de mama (MCF-7), diminuindo consideravelmente a
viabilidade celular em todas as concentracdes utilizadas. Também foram realizados
experimentos em linfécitos humanos para averiguar a genotoxicidade do pululano em
relacdo a mitomicina ¢ (MMC), um agente quimioterdpico genotdxico que apresenta
efeito antitumoral, porém com efeitos colaterais indesejados (YUZBASIOGLU et al.,
2021). Assim, quando comparados com o controle, o tratamento in vitro dos linfécitos
humanos com o pululano ndo demonstrou aumento na formacdo de micronucleos
(MN) ao contrério do tratamento com mitomicina C. Além disso, o co-tratamento do
pululano com mitomicina diminuiu consideravelmente a formacao de micronucleos em
guase todas as concentracfes testadas, ao contrario do que acontece quando as
células foram tratadas apenas como mitomicina. (YUZBASIOGLU et al.,, 2021).
Também foi realizado um ensaio de cometa para averiguar a degradacao do DNA por
H202, e o tratamento com pululano também n&o apresentou resultados significativos
quando comparado ao controle negativo. Ja durante a combinacdo de H202 +
pululano, foi possivel observar uma diminuicdo da degradacdo do DNA quando

comparado ao grupo sem tratamento (YUZBASIOGLU et al., 2021).

5.2.3 Efeito anti-inflamatoério

A inflamacdo € um processo biologico natural que se da por intermédio do
sistema imune inato, e sinaliza para o organismo danos teciduais ou infecgdes,

auxiliando o sistema imune a combater estes agentes nocivos (KUPRASH;
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NEDOSPASOQV; 2016). InfeccOes e lesdes no tecido estimulam a distribuicdo de
componentes do sangue para a regido afetada, e através do reconhecimento de
antigenos por TLRs, ocorre a producdo de varios mediadores inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas e cascatas proteoliticas (MEDZHITOV,
2008).

Ao realizar as buscas na literatura, foram encontrados dois artigos que
relataram o efeito anti-inflamatério do B-glucano produzido pela espécie A. pullulans.
O estudo de No e colaboradores (2021) demonstrou que o -glucano produzido a
partir da linhagem ADK-34 de A. pullulans, apresentou o potencial efeito anti-
inflamatorio através da utilizacdo de uma linhagem de macrofagos murinos RAW264.7
estimulados com LPS (lipopolissacarideos). Nesse estudo, foi possivel observar a
diminuicdo de mediadores inflamatérios, como o 6xido nitrico (NO), IL-13, IL-6 e TNF-
a, nas células estimuladas com LPS (NO et al., 2021). Para elucidar quais vias
poderiam estar associadas a diminuicdo desses marcadores inflamatérios, as vias da
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e do NF-kB foram investigadas e foi
possivel verificar que o B-glucano inibiu a fosforilacdo das MAPKs quinase Jun N-
terminal (JNK) e p38 e a degradacao do IkBa (do inglés “nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha") nas células estimuladas com
LPS (NO et al., 2021).

A via do NF-kB esta associada a diversos processos que ocorrem dentro da
célula, porém quanto a inflamacdo, essa via € responsavel por ativar cascatas
metabdlicas associadas a secrecdo de diversas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias (TANIGUCHI; KARIN, 2018). A proteina IkBa é responsavel por inibir a
via de sinaliza¢do do NF-kB ocultando os sinais de localiza¢édo nuclear das proteinas,
e mantendo-as inativas (CUI et al., 2014). As MAPKs também estdo envolvidas em
diversos processos celulares, atuando em diferentes cascatas de fosforilagéo, e a
fosforilacdo de algumas vias como a ERK, JNK e p38 desencadeiam processos
inflamatorios (GUO et al., 2020).

O trabalho de Hayashi e colaboradores (2019) também utilizou a linhagem de
macrofagos RAW264.7, porém foi testada uma versdo comercial do B-glucano de A.
pullulans com processamento hidrotermal, que apresentou um resultado parecido
quanto a producdo de NO e TNF-a nas células estimuladas com LPS, onde houve
uma reducao significativa dos niveis desses mediadores. Além disso, os autores

utilizaram outros estimulos especificos como CpG e Pam3CSK4 que se ligam a
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complexos TLRs (TLR4/MD-2, TLR1/TLR2 e TLR9), e que estdo envolvidos na
inducao de diferentes repostas celulares a fatores exdgenos, e concluiram que o B-
glucano nao obteve éxito em inibir a produgcéo de NO e TNF-a no complexo TLR4/MD-
2, mas sim nos demais, indicando o mecanismo envolvido na acao anti-inflamatoria
estimulada pelo p-glucano (HAYASHI et al., 2019).

5.2.4 Efeito antiosteoporatico

O termo osteoporose refere-se a uma doenca 0ssea que afeta a massa e a
densidade mineral dos 0sso0s, 0 que leva a perda da resisténcia 6ssea, aumentando
o risco de fraturas (DEQUEKER, 1997). Essa doenca ocorre mais frequentemente em
mulheres apds o periodo da menopausa, devido a falta de estrogénio, mas também
pode ocorrer em homens de idade similar por algumas outras condi¢cdes, como o
tratamento com corticosteroides, doencas gastrointestinais que ocasionam ma
nutricdo, doencas crénicas no figado, rins ou pulmdes, etc (ARMAS; RECKER, 2012).

ApoOs as buscas nas bases de dados, foram encontrados dois artigos
reportando o efeito antiosteoporotico, e relataram o uso de um B-glucano comercial
isolado da espécie A. pullulans denominado polycan (SHIN et al., 2007)

O trabalho de Shin e colaboradores (2007) investigou o efeito de diferentes
concentracbes de polycan em camundongos ddY fémeas que foram
ovariectomizadas, com posterior desenvolvimento do quadro de osteoporose. O
tratamento dos animais por via oral durante 4 semanas apresentou um aumento nos
niveis de osteocalcina, que se trata de uma proteina da matriz é6ssea produzida pelos
osteoblastos, e que esta envolvida com a formacéo 6ssea, além de uma supressao
na perda de massa 0ssea, na densidade e conteudo mineral 6sseo, bem como nos
niveis séricos de fésforo e calcio (SHIN et al., 2007). Também foram identificados
resultados positivos quanto aos parametros morfo-histolégicos, diminuindo os efeitos
da doenca no volume, no comprimento e na espessura do 0sso trabecular e cortical,
além do aumento de osteoclastos no fémur e tibia (SHIN et al., 2007). A maior
concentracao testada obteve as melhores repostas, e ainda que os resultados fossem
moderados em comparacao com o alendronato (medicamento usado como controle
gue atua principalmente inibindo a reabsorcéo 6ssea), uma vantagem encontrada no
polycan foi o efeito na espessura do osso cortical, abrindo janelas para mais estudos
quanto ao efeito antiosteoporoético da substancia (SHIN et al., 2007).
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Ja no estudo de Cho e colaboradores (2018) o polycan (EAP) foi novamente
utilizado buscando um efeito sinérgico com o extrato de Textoria morbifera (TM), uma
planta utilizada pela medicina tradicional da Coreia do Sul para aumentar a imunidade
e que j& apresentou diversos efeitos farmacoldgicos atuando como antidiabético,
anticancer e antioxidante, também apresentou efeitos muito positivos quanto a acao
antiosteoporotica. O estudo também utilizou camundongos CD1 [ICR] fémeas
ovariectomizadas, e testou o efeito das duas substancias sozinhas, além de 9
combinacgdes de diferentes propor¢des, comparando-as com o efeito do medicamento
risedronato soédico ja disponibilizado comercialmente para o tratamento da
osteoporose (CHO et al., 2018).

De acordo com os autores citados, houve um aumento de peso significativo em
todos os grupos que passaram pelo processo de ovariectomizacao, entretanto foi
notada uma perda de peso nos animais tratados com a combinacdo das substancias
(EAP:TM) (CHO et al., 2018). Foram encontrados efeitos positivos sobre a densidade
mineral 6ssea, na resisténcia 6ssea, nos niveis de célcio e fésforo presentes no fémur,
nas caracteristicas histopatoldgicas e na reabsorcao 6ssea, principalmente no grupo
que utilizou a proporcado de EAP:TM de 3:1 (150:50 mg/kg), destacando-se como o
melhor dentre as 9 combinacfes ou EAP e TM sozinhos (CHO et al., 2018). Quando
comparado ao residronato sodico (medicamento que atua na inibicdo da reabsorcao
Ossea e da atividade de osteoclastos), o EAP:TM 3:1 apresentou resultados similares
na maioria dos aspectos, com excecdo dos efeitos antirreabsortivos que foram
menores, e em contrapartida, apresentando uma maior formacéo 6ssea (CHO et al.,
2018). Este trabalho indica um grande potencial na juncédo do extrato de T. morbifera
e no polycan no tratamento contra a osteoporose através da acdo sinérgica das
substéancias testadas, podendo tornar-se um possivel novo agente para tratar a
doenca em mulheres com deficiéncia de estrogénio, ainda que mais estudos sejam

necessarios para avaliar melhor as vias de acao utilizadas e a seguranga do produto.

5.2.5 Efeito antialérgico

As doencgas alérgicas sdo definidas como reacfes de hipersensibilidade a
alérgenos, que sdo mediadas através de mecanismos imunoldgicos, seja por meio de
anticorpos, células ou pela combinac&o dos dois fatores, e sdo manifestadas através
de episodios alérgicos respiratorios como a asma, reacao alérgica a alimentos ou pela
irritacéo da pele e mucosas (JOHANSSON et al., 2001). A busca na literatura com 0s
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termos da pesquisa resultou em dois estudos apresentando o potencial antialérgico
de substancias derivadas do género Aureobasidium, demonstrando efeitos
amenizadores na asma alérgica e na alergia alimentar (KIMURA et al., 2007; KU et
al., 2012).

O estudo de Kimura e colaboradores (2007) avaliou o efeito profilatico do B-
glucano isolado da linhagem GM-NH-1A1 de A. pullulans como suplemento alimentar
com o objetivo de prevenir reacdes alérgicas alimentares em camundongos Balb/c
machos. Os animais foram tratados com o [(3-glucano por via oral durante 37 dias e
foram sensibilizados com ovalbumina intraperitonialmente nos dias 16 e 30, sendo
desafiados com a ovalbumina no dia 37, para que os efeitos alérgicos fossem
avaliados (KIMURA et al.,, 2007). Através dos resultados do estudo, os autores
indicaram que o B-glucano foi capaz de diminuir os niveis de IgE no sangue periférico
guando comparados com 0 grupo nao tratado, além de ter inibido a producao de IL-
12 e IFN-y nas células do baco e em linfocitos CD8 presentes no intestino (KIMURA
et al., 2007).

O estudo de Ku e colaboradores (2012) teve o objetivo de detectar o efeito do
B-glucano derivado da linhagem SM-2001 de A. pullulans na asma alérgica induzida
por ovalbumina em camundongos fémeas C57BL/6 comparando o B-glucano com o
efeito da dexametasona (medicamento corticoide com efeito anti-inflamatorio e
imunossupressor). Os animais foram sensibilizados através de uma injecéo
intraperitoneal de ovalbumina com hidréxido de aluminio em solugédo salina, e 3 dias
apos a sensibilizacdo, os animais comecaram a ser tratados via oral por 13 dias com
0 B-glucano, posteriormente sendo expostos no 10° dia a um aerossol contendo 1,5%
de albumina para estimular a reacado alérgica (KU et al., 2012).

O estimulo desencadeou a asma alérgica aumentando o peso dos animais,
bem como o peso dos pulmdes, a quantidade de leucdcitos totais, e neutrofilos no
sangue periférico, o namero de neutréfilos e eosindfilos do lavado do fluido
broncoalveolar e ainda gerou uma hipertrofia do epitélio dos brénquios e da traqueia
nos grupos nao tratados. Foi possivel verificar que os grupos tratados com
dexametasona e com o B-glucano apresentaram uma consideravel diminuicdo desses
parametros de forma dose-dependente (KU et al., 2012).

A hipertrofia do epitélio broncoalveolar, bem como o infiltrado de células
inflamatorias sdo parametros presentes nos casos de asma severa, e que Sao

utilizados para testar a eficacia de agentes antiasmaticos, e a inibicdo das mudancas
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na histopatologia e histomorfometria encontrados no estudo, séo indicadores do efeito

do B-glucano no processo asmatico (KU et al., 2012).

5.2.6 Efeito antioxidante

O estresse oxidativo € caracterizado pelo processo de oxidacdo de
biomoléculas através da acdo de radicais livres, que acabam perdendo a sua fungéo
bioldgica, podendo gerar um desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (BARBOSA et al.,, 2010). Esse
desequilibrio ocorre pela acédo de radicais livres como as espécies reativas de oxigénio
(EROs), e é intensificado com o envelhecimento, podendo afetar diversos tecidos, e
estando relacionados a diversas doencas (CABELLO-VERRUGIO et al., 2018).

Dois artigos avaliando o potencial antioxidante de espécies do género
Aureobasidium foram identificados. No estudo de Kim e colaboradores (2015) foi
observado o efeito do B-glucano da linhagem SM2001 de A. pullulans (E-AP-SM2001),
em camundongos fémeas HR-1 sem pelos para aferir o efeito protetivo na pele dos
animais expostos a radiacdo UVB. O tratamento tépico foi aplicado na pele dos
animais por 15 dias a partir do primeiro dia de exposi¢cdo aos raios UVB, e 0s
resultados do experimento demonstraram que o E-AP-SM2001 foi capaz de atenuar
a diminuicdo dos os niveis de GSH e IL-10 induzidos pela radiacao, reduzir os niveis
do mediador pré-inflamatorio IL-1B, reduzir a ativacdo de metaloproteinases de matriz
(MPM) e reduzir a apoptose dos queratindcitos através da diminuicdo dos niveis de
caspase-3 e PARPs (do inglés poly (ADP-ribose) polymerase) (KIM et al., 2015). O
grupo tratado com a maior concentracdo de E-AP-SM2001 (3.40 mg/cm?2) obteve
resultados melhores que o grupo controle que usou o flavonoide miricetina (0,2
ng/cm2), indicando um potencial interessante como antioxidante.

Ja o estudo de Kitiyanant e colaboradores (2019) avaliou o efeito antioxidante
de um sideréforo identificado como fusigen, que foi obtido a partir do isolado VK02 de
A. melanogenum. A avaliacdo da substancia foi realizada ap0s as linhagens de células
humanas BEAS-2B de epitélio bronquial e DP de células da papila dérmica terem sido
submetidas ao estresse oxidativo por exposi¢cdo ao peréxido de hidrogénio e sulfato
de ferro. Além disso, também foi avaliada a citotoxicidade do sideroforo através de um
ensaio de MTT. Os autores relataram que o fusigen nao apresentou citotoxicidade em
concentragdes até 100 pM, além de diminuirem os niveis de EROs e NO em ambas
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as linhagens de células testadas, indicando assim seu possivel uso como agente
antioxidante (KITIYANANT et al., 2019).

Apesar dos resultados promissores encontrados nesses trabalhos e em
consonancia com os outros efeitos descritos para a substancia, sdo necessarios mais

estudos que garantam a sua seguranca.

5.2.7 Efeito protetor da mucosa gastrica

LesBes gastricas podem ser causadas por um desequilibrio entre fatores
protetores e agressivos na mucosa, e dentre os fatores agressivos que desencadeiam
essas lesdes € importante destacar o consumo de alcool, o uso prolongado de anti-
inflamatorios ndo-esteroides, o fumo, e a infeccédo bacteriana por Helicobacter pylori
(SGAMBATO et al., 2016; SHEN et al., 2019). A incidéncia de fatores estressantes na
mucosa gastrica pode levar ao surgimento de lesdes como Ulceras e displasias, que
sdo consideradas precursoras de canceres gastricos, portanto, evitar o surgimento
dessas lesdes e trata-las se faz necessario para melhorar a qualidade de vida de
pacientes acometidos e diminuir a incidéncia de neoplasias (SUNG, 2016).

A busca na literatura encontrou um artigo que relata a funcéo protetora do [3-
glucano derivado de uma linhagem de A. pullulans. O estudo de Tanaka e
colaboradores (2011) indicou o efeito protetor do B-glucano isolado da linhagem GM-
NH-1A1 de A. pullulans em camundongos ICR machos pré-tratados via oral, que
passaram pelo processo de inducao de lesGes géastricas com o uso de hidroxido
cloridrico ou etanol. De acordo com o autor citado, o B-glucano foi capaz de aumentar
a producdo de HSP70 (do inglés “heat shock protein”) e mucina, e de diminuir a
producédo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias como a IL-6, IL1- 3, MCP-1 (do
inglés “monocyte chemoattractant protein-1“) e MIP-2 (do inglés “macrophage
inflammatory protein 2”) (TANAKA et al., 2011).

A proteina HSP70 faz parte da familia HSP, e esta relacionada com a inibi¢cao
de citocinas pro-inflamatorias, inibicdo da apoptose, e inibicdo da adesé&o celular,
contribuindo positivamente contra doencas inflamatérias do trato gastrointestinal
(TANAKA; MIZUSHIMA, 2009). Ja as mucinas sao glicoproteinas que estao presentes
no muco e no glicocalice do tecido conjuntivo mucoso, e agem como uma camada

protetora contra agentes estressores (HANSSON, 2020).
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Além disso, a andlise histopatolégica e 0 ensaio imunoenzimatico para
deteccdo da apoptose também demonstraram os efeitos positivos do pré-tratamento
com o B-glucano, indicando a inibicdo consideravel das lesdes géastricas no tecido, e
a acdo antiapoptotica resultante do pré-tratamento (TANAKA et al., 2011).

O conjunto de resultados do estudo demonstra um importante efeito protetor
contra as lesbes gastricas, porém, para valida-los é importante que mais estudos
sejam realizados, podendo ser verificado ainda o efeito do B-glucano durante a

infecgao por H. pylori.

5.2.8 Efeito carreador de miRNA

A procura por materiais capazes de transportar moléculas com aplicacdo
biomédica tém crescido muito nas Ultimas décadas, visto que, o uso de microRNAs
(miRNA) apresenta algumas vantagens comparados com métodos terapéuticos
tradicionais, pois 0 miRNA nao apresenta risco de integracdo gendmica, e ndo penetra
a membrana nuclear como no caso de terapias baseadas em pDNA (do inglés
“plasmid DNA”), e sua expressao ocorre instantaneamente no citoplasma das células
(CHAKRABORTY et al., 2017; VISHNOI; RANI, 2017).

A busca na literatura encontrou um artigo relacionado ao efeito carreador de
mMiRNA pelo polissacarideo B-glucano oriundo de A. pullulans. O estudo de Moraes e
colaboradores (2021) realizou a sintese de um nanogel através da complexacdo do
B-glucano com o fucoidan, seguido pela reticulagéo covalente com genipina, formando
0 G-PECs (do inglés “genipin crosslinked nanogels”), que foi utilizado para avaliar sua
capacidade de transportar o miRNA para células endoteliais (HUVEC). De acordo com
0s autores, o complexo nédo alterou a viabilidade celular na concentragdo de 200
png/mL, e na concentracdo de 1000 pg/mL a viabilidade caiu para apenas 70%
indicando sua baixa toxicidade. Além disso, a substancia passou por um teste de
hemolise, demonstrando ser hemocompativel, e apresentou a capacidade de ser
internalizada pelas células endoteliais, resultado demonstrado através da incubagéo
de 24h do G-PECs associado com uma sonda fluorescente (MORAES et al., 2021).
Também foi relatado pelos autores a capacidade da G-PEC de ligar-se a proteina P-
selectina de plaquetas ativadas, o que o torna um candidato atrativo para o transporte
de miRNA e mRNA com enfoque no campo cardiovascular (MORAES et al., 2021).
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6 DISCUSSAO

Os artigos encontrados na busca demonstraram uma ampla variedade de
efeitos farmacoldgicos. Entretanto, lacunas a respeito dos mecanismos de acao
envolvidos na atividade biologica das substancias utilizadas nos trabalhos precisam
ser preenchidas, principalmente tratando-se dos efeitos farmacol6gicos com poucos
artigos publicados.

De maneira geral a maioria dos artigos atribuiram aos B-glucanos produzidos
por A. pullulans em sua forma purificada ou n&o, os efeitos farmacoldgicos
observados, com excec¢éo do trabalho de Manitchotpisit e colaboradores (2014) que
utilizou o 6leo liamocin para avaliar o efeito anticancer, e o trabalho de Kitiyanant e
colaboradores (2019) que utilizou o sideroforo fusigen produzido por A. melanogenum
para avaliar a atividade antioxidante.

Os B-glucanos estdo presentes em plantas, fungos, bactérias e algas, sao
formados por homopolimeros de glicose, e sdo constituintes da parede celular desses
organismos (ROSS; FARRELL, 2021). Leveduras apresentam um grande potencial
guanto a fonte de B-glucanos, e de acordo com Lesage e Bussey (2006) a espécie
Saccharomyces cerevisiae possui ha composi¢ao de sua parede celular cerca de 80
a 90% de mondmeros de glicose ligados através de ligacbes B-1,3 e B-1,6,
constituindo entao a maior por¢cao de polissacarideos presentes na parede.

Diversos estudos na literatura ja relatam a capacidade imunomoduladora dos
B-glucanos, que podem atuar ativando macréfagos, promovendo a fagocitose de
patdgenos, e liberando citocinas pro-inflamatdrias no organismo, sendo considerado
ainda um padréo molecular conhecido por neutréfilos em resposta a Candida albicans
devido a producéo de anticorpos especificos para os B-glucanos (AKRAMIENE et al.,
2007). Portanto, através da capacidade dos B-glucanos de ligar-se diretamente a
receptores especificos das células do sistema imune, estes polissacarideos
desencadeiam efeitos imunomoduladores (CHAN; CHAN; SZE, 2009). Desse modo,
os resultados do presente estudo que indicam um maior nimero de artigos
apresentando efeito imunomodulador pode ser utilizado como um dado que corrobora
o grande potencial dos B-glucanos para execucéo da atividade imunomoduladora.

Além disso, devido ao histérico de pesquisas com diferentes tipos de [-
glucanos, demonstrando seu potencial imunomodulador, com alguns tipos de (-

glucanos apresentando até mesmo propriedades antivirais, o trabalho de Geller e Yan,
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(2020) sugeriu que o uso profilatico de B-glucanos poderia ajudar na resposta
imunologica contra o Sars-CoV-2, visto que essa classe de polissacarideos tém
demonstrado agir de maneira segura, eficiente e de baixo custo. Essa sugestéo pode
ser corroborada com o trabalho anteriormente citado de Raghavan e colaboradores
(2021) onde o uso do B-glucano derivado de A. pullulans obteve um efeito amenizador
da resposta inflamatéria ocasionada pela Covid-19 através da diminuicdo de
mediadores inflamatoérios, o que reforca a importancia dessa substancia para fins
terapéuticos.

E importante salientar que as diferentes estruturas dos B-glucanos estio
relacionados a variados efeitos bioldgicos, e dependendo da sua origem e da maneira
com que foram extraidos, estes podem apresentar diferencas no comprimento da
cadeia de polissacarideos, na extensao, no comprimento das ramificagdes no peso
molecular e até mesmo na sua solubilidade em meio aquoso (AKRAMIENE et al.,
2007). Estas caracteristicas podem justificar a amplitude de efeitos farmacolégicos
apresentados nos estudos deste trabalho, visto que os B-glucanos tiveram origem de
diferentes linhagens da mesma espécie, ou mesmo diferentes metodologias de
extracao.

Ainda que os resultados aparentem ser bastante promissores, um maior
namero de pesquisas mais robustas dard um melhor suporte para o0 uso dessas
substancias na area farmacéutica, podendo gerar novos medicamentos ou
suplementos alimentares com funcéo terapéutica que podem ser utilizados na pratica
clinica.

Assim, ao realizar este trabalho, reforca-se que a utilizacdo de produtos
naturais para o desenvolvimento de medicamentos continua sendo realizada, seja
pelo uso direto das substancias descobertas, ou através da sintetizacdo de novos
compostos derivados. Além disso, a busca por substancias microbianas com potencial
farmacoldgico voltou a ganhar forga nos ultimos anos devido ao surgimento de novas
tecnologias que facilitam o descobrimento destes potenciais farmacos, ampliando os

horizontes da pesquisa farmacéutica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados dessa revisdo indicam que h& um numero de estudos
significativos identificando a espécie Aureobasidium pullulans como possuidora de
importantes efeitos farmacologicos, principalmente relacionados ao efeito
imunomodulador e anticancer, apresentando-se como fontes importantes para o
desenvolvimento de potenciais farmacos.

No entanto, devido aos dados promissores e 0 avango de estudos para a
espécie Aureobasidium melanogenum, novos estudos se fazem necessarios para
explorar estas espécies, bem como, identificar os compostos responsaveis por efeitos
farmacoldgicos e compreender os mecanismos de acdo descritos. A ampliacédo
desses estudos permitirA a construcdo de uma base de dados mais robusta,
difundindo informacfes que possam contribuir para direcionar o melhoramento das
moléculas para uso terapéutico, assegurando a sua seguranca e determinar a melhor

aplicacao e posologia.
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8 PERSPECTIVAS

E esperado que este trabalho possa contribuir com o conhecimento da
comunidade académica cumprindo os objetivos da pesquisa. Também é esperada a
producdo de um artigo cientifico para ser publicado no periodico internacional Natural
Research, podendo assim impulsionar o alcance a estudantes e pesquisadores, além
de ser utilizado como fonte de conhecimento acerca do potencial farmacoldgico do
género Aureobasidium no tocante a producéo de substancias com atividade biologica

aplicavel na area biomédica.
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