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Sem a levedura, a Terra seria um planeta sem alcool e
todo pedacgo de pao nao seria fermentado. Nos dias de
hoje, a levedura tornou-se a queridinha da biotecnologia,
produzindo uma lista enorme de farmacos que salvam
vidas, além de bilhdes de litros de biocombustiveis que
nos ajudam na tentativa de desacelerarmos as

mudancas climaticas. (Money, 2018, 15.)



RESUMO

Leveduras possuem papeéis essenciais em ambientes naturais e industriais, gerando
metabolitos bioativos aplicaveis em setores farmacéuticos e alimenticios. Esses
compostos influenciam processos e interagcées bioldgicas que podem beneficiar a
saude humana. A facilidade de empregar leveduras em processos fermentativos as
torna promissoras para aplicagdes industriais; entretanto, a falta de conhecimento
sobre seus compostos bioativos limita seu uso, apesar de relatos de eficacia
antibacteriana, antioxidante e anticancer. Considerando (i) a estreita relacdo das
leveduras com processos fermentativos, (ii) a abundancia da biomassa celular
residual nas industrias de fermentacéo e (iii) a quantidade de residuos lignoceluldsicos
gerados pela atividade agroindustrial no Brasil, este estudo avaliou in vitro as
atividades antitumorais, antioxidantes e antibacterianas de extratos de células de seis
linhagens de leveduras selvagens isoladas de insetos, de flores e da industria
sucroalcooleira. Trés das linhagens utilizadas foram identificadas taxonomicamente
em estudos prévios como Saccharomyces cerevisiae (PE-2), Papiliotrema laurentii
(CHAP-158) e Meyerozyma caribbica (CHAP-204); as outras trés foram identificadas
durante o presente estudo como Rhodotorula sp. (CHAP-208), Aureobasidium sp.
(CHAP-221) e Meyerozyma sp. (CHAP-243). Para a producdo dos extratos, as
linhagens foram cultivadas em meios contendo glicose e xilose, os dois agucares mais
abundantes em residuos lignocelulésicos agroindustriais. A extragao dos compostos
intracelulares das leveduras foi realizada com trés solventes organicos: hexano,
acetato de etila e butanol. Nos ensaios in vitro foram avaliadas: (a) a citotoxicidade
dos extratos em células de carcinoma pulmonar humano (A549), fibroblastos de
macaco (VERO) e macréfagos murino (RAW); (b) a avaliagdo de atividade contra
espécies reativas de oxigénio (EROs); e, (c) a reducao de biofilme formado em titanio
e poliestireno por Pseudomonas aeruginosa. Os compostos presentes nos extratos
foram analisados por HPLC, e os sobrenadantes dos cultivos, por GC-MS. Os
fracionamentos aquosos das linhagens PE-2 e CHAP-204 reduziram a viabilidade de
células tumorais, com concentracgéo inibitérias de 50% (Clso) de 90,42 ug/mL e 107,5
Mg/mL, respectivamente. Quatro extratos celulares (das cepas CHAP-158, CHAP-204
e CHAP-243 em acetato de etila e da cepa CHAP-243 em butanol) demonstraram
atividade antioxidante em células do sistema imunoldgico. Adicionalmente, os extratos
testados reduziram a formagéo de biofilme formado por P. aeruginosa em superficies
de polipropileno e titanio. Em titanio, a fragdo aquosa da CHAP-204 e os extratos da
CHAP-208 em butanol e da PE-02 em acetato de etila reduziram a viabilidade
bacteriana em 77,58%, 83,99% e 66,19%, respectivamente. Em polipropileno, o
extrato aquoso da CHAP-243 reduziu o biofilme em 70%, enquanto o da CHAP-243
em butanol e o aquoso da CHAP-158 reduziram em 64,87% e 61,59%,
respectivamente. Os compostos fendlicos detectados por HPLC foram acido p-
cumarico, epicatequina, acido caféico, kaempferol, miricetina e quercetina. Nas
analises em GC-MS, o 2-feniletanol foi o composto mais prevalente nos
sobrenadantes dos cultivos, variando de 21,02% a 85,81% de abundancia relativa.
Esses resultados ampliam o entendimento dos compostos bioativos produzidos por
leveduras selvagens e valorizam a biodiversidade microbiana brasileira, promovendo
alternativas para uma economia circular por meio do aproveitamento de biomassas
residuais da industria sucroenergética.

Palavras-chave: acido p-cumarico, epicatequina, 2-feniletanol, Pseudomonas
aeruginosa, biodiversidade, biomassa residual.



ABSTRACT

Yeasts play essential roles in natural and industrial environments, generating bioactive
metabolites applicable in the pharmaceutical and food sectors. These compounds
influence biological processes and interactions that can benefit human health. The
ease of employing yeasts in fermentation processes makes them promising for
industrial applications; however, the lack of knowledge about their bioactive
compounds limits their use, despite reports of antibacterial, antioxidant, and anticancer
efficacy. Considering (i) the close relationship of yeasts with fermentation processes,
(i) the abundance of residual cell biomass in fermentation industries, and (iii) the
amount of lignocellulosic waste generated by agro-industrial activity in Brazil, this study
evaluated in vitro the antitumor, antioxidant, and antibacterial activities of yeast-cell
extracts from six wild strains isolated from insects, flowers, and the fuel-ethanol
industry. Three of the strains were taxonomically identified in previous studies as
Saccharomyces cerevisiae (PE-2), Papiliotrema laurenti (CHAP-158), and
Meyerozyma caribbica (CHAP-204); the other three were identified during this study
as Rhodotorula sp. (CHAP-208), Aureobasidium sp. (CHAP-221), and Meyerozyma
sp. (CHAP-243). For the extracts' production, the strains were grown in media
containing glucose and xylose, the two most abundant sugars in agroindustrial wastes.
The extraction of intracellular yeast compounds was carried out with three organic
solvents: hexane, ethyl acetate, and butanol. The in vitro assays evaluated (a) the
extracts' cytotoxicity on human lung carcinoma cells (A549), monkey fibroblasts
(VERO), and murine macrophages (RAW); (b) the evaluation of activity against
reactive oxygen species (ROS); and (c) the reduction of biofilm formed on titanium and
polystyrene by Pseudomonas aeruginosa. The compounds present in the extracts
were analyzed through HPLC, and the culture supernatants through GC-MS. The
aqueous fractions from strains PE-2 and CHAP-204 reduced the viability of tumor cells,
with 50% inhibitory concentrations (Clso) of 90.42 pg/mL and 107.5 pg/mL,
respectively. Four cell extracts (from strains CHAP-158, CHAP-204, and CHAP-243 in
ethyl acetate and strain CHAP-243 in butanol) demonstrated antioxidant activity in
immune system cells. Additionally, the extracts reduced the biofilm formed by P.
aeruginosa on polypropylene and titanium surfaces. On titanium, the extracts from
CHAP-204 in water, CHAP-208 in butanol, and PE-02 in ethyl acetate reduced
bacterial viability by 77.58%, 83.99%, and 66.19%, respectively. On polypropylene, the
aqueous extract from CHAP-243 reduced biofilm by 70%, while the extracts from
CHAP-243 in butanol and CHAP-158 in water reduced the biofilms by 64.87% and
61.59%, respectively. The phenolic compounds detected by HPLC were p-coumaric
acid, epicatechin, caffeic acid, kaempferol, myricetin, and quercetin. In GC-MS
analyses, 2-phenylethanol was the most prevalent compound in the culture
supernatants, ranging from 21.02% to 85.81% relative abundance. These results
increase the understanding of the bioactive compounds produced by wild yeasts and
the value of Brazilian microbial biodiversity, promoting alternatives for a circular
economy and taking advantage of residual biomass from the sugar-energy industry.

Keywords: p-coumaric acid, 2-phenylethanol, epicatechin, Pseudomonas aeruginosa,
biodiversity, residual biomass.
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1INTRODUGAO

A riqueza da biodiversidade presente no territério brasileiro representa cerca
de 20% de todas as espécies do mundo, distribuidas entre seis biomas terrestres e
trés ecossistemas marinhos (Ministério do Meio Ambiente e Mudancga do Clima, 2023).
Além das vidas macroscopicas que despertam nossa atencdo, as espécies
microbianas desempenham um papel fundamental nos diversos ambientes, incluindo
plantas e animais, com impactos muitas vezes sutis (Giehl et al., 2023; Embrapa,
2020; Briones-Roblero et al., 2023; Albarello et al., 2023).

Dentre os microrganismos que habitam esses ambientes variados, os fungos
leveduriformes se destacam pela sua ampla distribuicéo e presenca (Alvarez-Pérez,
2022). Esta diversidade de habitats sugere que esses fungos unicelulares possam
produzir uma gama variada de metabdlitos bioativos, os quais podem ser aplicados
em setores farmacéuticos, alimenticios e outras industrias (Oliveira et al., 2022; Sinha
et al., 2023).

A pesquisa voltada para o desenvolvimento de bioprodutos a partir de
matérias-primas alternativas esta alinhada aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU),
abrangendo areas como saude, crescimento econémico sustentavel, inovacao e
padroes de producao responsaveis. A busca por fontes naturais e alternativas de
moléculas com capacidade de interagir com sistemas biolégicos, promovendo
beneficios a saude humana e ambiental, tem se tornado uma prioridade (Ministério da
Saude, 2023; Organizacao Mundial da Saude, 2023).

Os compostos bioativos representam um conjunto diversificado de
substancias capazes de interagir com processos biolégicos, trazendo beneficios a
saude humana, incluindo medicamentos, nutracéuticos e produtos de cuidados
pessoais (Sinha et al., 2023; Liu et al., 2016; Thyab Gddoa Al-sahlany et al., 2020;
Sklirou et al., 2015). A pesquisa nessa area envolve diferentes abordagens,
explorando fontes naturais como plantas, microrganismos, animais e fungos, além de
métodos quimicos e biotecnoldgicos (Sinha et al., 2023).

Apesar do potencial significativo dos compostos bioativos isolados de
microrganismos, grande parte deles, particularmente os provenientes de leveduras,
ainda permanece subutilizada, embora estudos recentes venham demonstrando

possiveis aplicagdes (Doolam et al., 2024; Cian et al., 2022). Dada a predominancia



17

de farmacos de origem biolégica com agado antimicrobiana aprovados por 6rgaos
reguladores, existe um espago promissor para a expansao do conhecimento nessa
area, especialmente considerando o combate a microrganismos patogénicos como
virus, fungos e bactérias (Newman; Cragg, 2020).

As leveduras, com seus altos rendimentos fermentativos e elevadas taxas de
proliferagdo em larga escala (0 que exige baixo tempo de processamento),
apresentam-se como microrganismos atrativos para aplicagdes industriais, superando
outros organismos microscépicos (Mata-Gémez et al., 2014). O seu uso é
estabelecido na produgdo de alimentos, bebidas, bioetanol e até mesmo como
probidticos (Alves et al., 2022; Mc Farland & Bernasconi, 1993). Apesar disso, a falta
de conhecimento sobre as fung¢des bioldgicas dos compostos bioativos microbianos
limita seu uso (Liu et al., 2023; Dias et al., 2023), mesmo que haja relatos de eficacia
antibacteriana e anticancer em compostos derivados de leveduras (Fiedor e Burda,
2014; Sinha et al., 2023).

Dada a estreita relagdo das leveduras com processos fermentativos e sua
biomassa residual nas industrias, esse trabalho se propb6s a avaliar in vitro as
atividades antitumorais, antioxidantes e antibacterianas de extratos produzidos a partir

dos metabdlitos de leveduras selvagens e da industria do etanol.

1.1 CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

1.1.1 Cancer

A rapida proliferacao de células anormais que crescem além de seus limites
habituais e podem invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros érgaos
€ designada como cancer (OPAS, 2020). Essas enfermidades tém a capacidade de
invadir tecidos e 6rgaos proximos ou distantes do local de origem, e sdo também
conhecidas como neoplasias ou tumores malignos (WHO, 2022).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer esta entre
as principais causas de mortalidade global, tendo sido responsavel por quase 10
milhdes de obitos no ano de 2020. Nesse contexto, alguns tipos de céancer
destacaram-se por sua alta incidéncia. O cancer de mama liderou com cerca de 2,26

milhées de casos, seguido pelo cancer de pulmdo com 2,21 milhdes. Em terceiro
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lugar, situam-se os canceres de colon e reto, registrando 1,93 milhdes de casos, e,
em quarto, o cancer de préstata, com aproximadamente 1,41 milhdes de casos.

Quanto as taxas de mortalidade especificas, o cancer de pulmio ocupa uma
posicao proeminente, resultando em cerca de 18% das mortes relacionadas a cancer
no mundo (1.796.144 6bitos) (OPAS, 2020). No Brasil o cancer de pulmao também
esta entre os mais prevalentes tanto em homens como em mulheres. Sé no ano de
2020, essa doenca foi responsavel por 28.618 6bitos no pais (INCA, 2022). A segunda
forma mais prevalente é o cancer de célon e reto, contribuindo com 9,4% das mortes
(935.173 6bitos), seguido pelo cancer de figado, responsavel por 8,3% dos 6bitos
(830.180 o6bitos). Em quarto lugar, o cancer de estdmago responde por 7,7% dos
Obitos causados por essa doenga (768.793 o6bitos) (INCA, 2023b).

A exposicédo ao tabaco € um dos maiores fatores de risco para o cancer de
pulméo. Este habito foi amplamente disseminado e intensificado durante a primeira
guerra mundial e se perpetuou com grande forga entre as décadas de 1960 e 1980. A
partir de entdo, a taxa de incidéncia vem diminuindo, embora varios outros fatores
estejam associados ao desenvolvimento do cancer. O consumo de alcool, a falta de
exercicios fisicos, uma dieta inadequada, a exposi¢cao a poluicdo do ar e a presenca
de infeccbes crénicas sao considerados como riscos significativos para a
manifestagdo dessa condigdo. Apesar de aproximadamente 90% das mortes por
cancer de pulmao terem o tabaco como principal fator (INCA, 2023a), agentes
quimicos como asbesto, arsénico, berilio e cadmio também sao considerados fatores
carcinogénicos segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022).

Recentemente, um fator adicional tem contribuido para aumentar os casos de
doencgas pulmonares no mundo incluindo tumores: o uso crescente de cigarros
eletrénicos (vape), especialmente entre os jovens (Tehrani et al., 2022). No Brasil, a
venda desses fumigenos foi proibida pela ANVISA em 2009, por meio da RDC
46/2009. No entanto, o consumo continua a aumentar, e a falta de regulamentacao
em diversos paises resulta em um descontrole na distribuicdo desses produtos. Além
disso, os produtos quimicos utilizados na vaporizagao sao relatados como citotdxicos
para as células epiteliais pulmonares humanas, além de aumentarem a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) quando expostas ao aerossol do vape (Pinkston
et al., 2020). Para avaliar o potencial citotoxico de substancias que possam causar
danos ou morte celular, € essencial conduzir ensaios in vitro; nesses ensaios, mede-

se a viabilidade celular apdés a exposicdo a uma determinada substéncia a
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concentragbes conhecidas (Anil et al., 2023). Essa abordagem n&o apenas ajuda a
compreender os possiveis danos causados por compostos nocivos aos quais estamos
expostos, mas também contribui para otimizar candidatos a medicamentos tornando
conhecida uma relacédo de concentragao-resposta quando testada em células vivas.
Atualmente, as opgdes terapéuticas mais comuns para tumores malignos sao
a remogao por cirurgia (para casos menos avangados), a radioterapia (usando
radiagbes de alta energia para destruir ou danificar as células cancerigenas) ou a
quimioterapia (que faz o uso de medicamentos que visam eliminar ou controlar a
proliferagcdo das células cancerigenas). Esses tratamentos podem ser invasivos ou
causar efeitos adversos severos para os pacientes e raramente garantem cura total
dessa doenga (Parvarish et al., 2019). Entretanto, em muitas situa¢des ou estagios da
neoplasia, a unica alternativa € o paliativismo. Para além disso, ocorre uma crescente
busca cientifica para atender esse tipo de demanda da sociedade, buscando
alternativas sustentaveis em produtos naturais com potencial terapéutico,
impulsionando a busca por compostos bioativos, que muitas vezes oferecem

alternativas mais seguras e eficazes aos produtos tradicionais.

1.1.2 Biofilme de Pseudomonas aeruginosa em Biomateriais

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa responsavel por
infeccbes agudas e crbnicas em ambientes hospitalares (Jurado-Martin et al., 2021;
Moradali et al., 2017). Esse bacilo é apontado como a maior causa de infecgbes
contraidas em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) na Europa (Lambert et al., 2011).
Ja nos EUA, sao estimados que ocorram 51 mil casos por ano de infecgdo por essa
bactéria em ambientes hospitalares (Eurosurveillance, 2013).

A patogenicidade da P. aeruginosa é reconhecida pela sua gama de fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcia aos antibiéticos conferidas ao genoma desse
microrganismo. Além disso, possui também versatilidade metabdlica e capacidade de
adaptacgéao a inumeras condig¢des, inclusive a resposta imune do hospedeiro (Riquelme
et al., 2020; Maurice et al., 2018; Francis et al., 2017; Moradali et al., 2017).

A infecgao persistente e irradicavel por P. aeruginosa se adapta as vias aéreas,
agravando a fibrose cistica e seguindo com o individuo até o fim de sua vida (Déring
et al., 2000). Ela pode estar associada a pneumonias com necessidade de ventilagao

mecanica; utilizagdo de cateter central (cuja infeccdo atinge o fluxo sanguineo);
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infeccbes em cateter urinario e durante procedimentos cirurgicos como transplantes;
feridas infeccionadas cronicamente; otite média crénica (OMC); rinossinusite crénica
(RSC); e, inflamagdo da cdérnea (Romling e Balsalobre, 2012; Cardo et al., 2004,
Nathwani et al., 2014; Trubiano e Padiglione, 2015). Estudos americanos estimam que
13% das infeccbes tém como agente a P. aeruginosa, atribuidas a cepas
multirresistentes a antibiéticos (Eurosurveillance, 2013).

A P. aeruginosa foi elencada na categoria de prioridade maxima na lista de
agentes patogénicos prioritarios resistentes a antibioticos. Essa lista, elaborada pela
Organizagdo Mundial da Saude, busca orientar e promover pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novos antibidticos para enfrentar a crescente resisténcia
global aos antimicrobianos (WHO, 2024). Dentre os antibidticos mais utilizados
atualmente, cepas de P. aeruginosa sao relatadas como multirresistentes as classes
de aminoglicosideos, cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenémicos
(Eurosurveillance, 2013; Hancock e Speert, 2000; Hong et al., 2015; Lister et al., 2009;
Poole, 2011; Potron et al., 2015; Strateva e Yordanov, 2009; Sun et al., 2014). Os
principais mecanismos de resisténcia aos antibidticos que a P. aeruginosa possui
estdo ligados a resisténcia intrinseca (Blair et al., 2015), adquirida e adaptativa (Lee
et al., 2016), por meio de mutacdes e pelos plasmideos (Blair et al., 2015).

Quando ocorre uma infecgdo bacteriana aguda, a interagcdo patdgeno-
hospedeiro é nociva para as duas partes, pois uma diversidade de moléculas
citotoxicas € produzida pelo patégeno acometendo os processos celulares do
hospedeiro, ao mesmo tempo que as bactérias detectam sinalizagbes do sistema
imunoldgico, como é o caso de espécies reativas de oxigénio, aumento da fagocitose
e utilizagdo de antibidticos (Furukawa et al., 2006; Turner et al., 2014; Moradali et al.,
2017; Winstanley et al., 2016). O fendtipo da bactéria nesse caso manifesta-se com
mais viruléncia. Em contrapartida, o sistema imune do infectado detecta com
facilidade uma célula moével por meio dos efeitos de movimentos, flagelos que
estimulam a sinalizagdo de respostas inflamatoérias e fagocitose por macréfagos
murinos ou humanos (Amiel et al., 2010). Por conta disso, a estratégia de diminuir
viruléncia e assumir forma de vida séssil beneficia a manuteng¢ao da vida bacteriana,
como é a estratégia de P. aeruginosa. Sendo assim, os patégenos ficam fixos em
superficies, formando complexos celulares onde sao protegidos por substancias
poliméricas extracelulares (EPS), formando assim os biofilmes, conferindo mais

persisténcia e resisténcia a esse aglomerado bacteriano (Gellatly e Hancock, 2013;
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MacDougall et al., 2005; Poole, 2012). Essa organizagao estrutural traz vantagens aos
microrganismos inseridos nesse nicho, como aumento significativo de persisténcia a
fagocitose das células do sistema imunolégico do hospedeiro, ao estresse oxidativo,
as limitacbes de nutrientes e oxigénio, ao acumulo de produtos metabdlicos
remanescentes, a disputas entre espécies e a utilizagdo de produtos bactericidas e
bacteriostaticos convencionais (Leid, 2009; Olsen, 2015).

A prevaléncia de P. aeruginosa em ambientes de cuidados a saude € bem
estabelecida por conta da facilidade desse microrganismo colonizar tanto superficies
bidticas, incluindo os pacientes e profissionais da saude, quanto superficies abidticas,
como equipamentos médicos implantaveis, sendo inclusive resistente a desinfecgao
(Russotto et al., 2015).

Dentro da matriz dos biofilmes bacterianos também sao encontradas grandes
reservas metabodlicas nutritivas e de energia para que ocorra o crescimento
microbiano. Nesse ambiente, ocorrem também relagdes interativas e comunicagao
entre células, protegendo-as de condi¢des adversas (Flemming e Wingender, 2010).
A composigao da matriz de biofilmes de P. aeruginosa é dada em sua maior parte por
polissacarideos, proteinas, DNA extracelular e lipidios, dando origem, assim, a
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Cada um desses compostos contribui
com diferentes fungdes, como a de adesao a superficies, resisténcia a reagbdes do
sistema imune do hospedeiro, morfologia do biofiime e estratégias para manutengéo
e sobrevivéncia (Gellatly e Hancock, 2013; Ghafoor et al., 2011; Jennings et al., 2015;
Strempel et al., 2013).

A formacao de biofilmes principalmente por P. aeruginosa em ambientes
abidticos como os biomateriais € um desafio a ser enfrentado com frequéncia em
ambientes de tratamento a saude, uma vez que os biomateriais sao substancias
projetadas para interagir de forma harmdnica com sistemas bioldgicos (Geetha et al.,
2009; Griza et al., 2014; Williams, 1981). Esses biomateriais geralmente sao utilizados
para ortopedia, dispositivos cardiovasculares, implantes odontologicos, administragao
de medicamentos e engenharia de tecidos e pele (Brunette et al., 2001). A composigéo
desses materiais biomédicos pode ser de polimeros, ceramica e metais, como é o
caso do titanio e suas ligas, que podem ser utilizados para implantes odontolégicos e
ortopédicos, articulagdes de quadril, dispositivos cardiovasculares, artroplastia e
substituicdo 6ssea, implantes craniofaciais, maxilofaciais e dentarios, instrumentos

cirurgicos, produtos de saude ou proteses externas e internas (Jung, 2021; Marin et
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al., 2023; Sarraf et al., 2021). Ja o polipropileno (PP) € um material de baixo custo,
resistente & chama, transparente e reciclavel. E empregado em uma variedade de
aplicagdes, incluindo a fabricacdo de suturas e préteses (Tappa et al.,, 2018). O
polipropileno, juntamente com outras substancias, é bem difundido nas areas
biomédicas (Ganjalinia et al., 2021; Khan et al., 2021; Raj et al., 2021; Ulu et al., 2020),
podendo ser utilizado em malhas de reparo de hérnias (Heymann et al., 2019),
andaime antibacteriano (Ulu et al., 2020), enxertos ésseos (Kalita et al., 2003) e
reparacao de defeitos 0sseos (Alge et al., 2012; Chang et al., 2017).

A presenga de microrganismos em biomateriais pode comprometer a eficacia
dos dispositivos, podendo levar a necessidade de sua remogao ou substituigao,
aumentando assim o desconforto e os custos para os pacientes e para o sistema
publico de saude. A complexidade desse tipo de colonizagao por biofilmes reside na
capacidade desses de se adaptarem e resistirem aos tratamentos tradicionais
gerando infeccbes persistentes e de dificil tratamento. Além do mais, as bactérias
organizadas em biofilmes podem desenvolver resisténcia aos antibiéticos, tornando-
as mais dificeis de serem combatidas, enquanto a matriz extracelular atua como uma
barreira fisica, dificultando a penetragao de agentes antimicrobianos (Kilic et al., 2023;
Gondil et al., 2023; Ansari et al., 2024).

Com o surgimento de diversos mecanismos moleculares que conferem
resisténcia a varias classes de antibioticos, as opcdes terapéuticas para o tratamento
de infec¢des bacterianas estéo se tornando cada vez mais restritas. Simultaneamente,
observa-se um aumento no numero de incidéncias de infeccdes e na disseminacao
de cepas multirresistentes. Diante desse cenario, a pesquisa continua se faz
necessaria para aprimorar a eficacia dos biomateriais e assegurar a biosseguranca e

durabilidade desses dispositivos implantaveis.

1.1.3 Residuos de processos fermentativos e leveduras produtoras de

compostos bioativos

Os residuos agricolas sao gerados principalmente pelos paises produtores de
alimentos pelo mundo. O Brasil juntamente com a China, EUA e india sdo os maiores
nessa cadeia produtiva (Koul et al., 2022; Sales, 2023). Esse tipo de material é

composto por lignocelulose, fracionada principalmente em celulose, hemiceluloses e
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lignina. Esses residuos lignocelulésicos somam 8,2 bilhdes de toneladas sem destino
adequado (Singh et al., 2022); em alguns casos, a solucdo dada para os residuos
lignocelulésicos é a queima. Essa solugao deixa claro a falta de gestao sustentavel e
gera poluicdo do ar, causando maleficios a satide (Bhuvaneshwari et al., 2019). Além
disso, a pratica de queima frequente do residuo em solo prejudica a sua fertilidade,
reduzindo o carbono e o nitrogénio disponivel e elimina a flora e a fauna locais
(Porichha et al., 2021). Assim, alternativas de destinagcdo mais dignas, diminuindo os
impactos e adequando o destino e o reuso dos residuos lignoceluldsicos
(principalmente os provenientes de processos agroindustriais) tém sido
frequentemente avaliadas (Ojo, 2023).

Adicionalmente, cabe ressaltar que os setores produtivos de industrias que
empregam as leveduras, como é o caso das produtoras de cerveja, vinho e etanol,
geram ao fim de seus processos um grande acumulo de biomassa celular (De Oliveira
et al., 2022). Tomando como exemplo apenas a producao brasileira de etanol, foram
produzidos 35,4 bilhdes litros do combustivel no ano de 2023 segundo a Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2024). Para cada litro de
etanol produzido, estima-se serem gerados 30 g de biomassa de levedura (Modesto
et al., 2021). Sendo assim, o Brasil produz mais de 10 bilhdes de quilos de biomassa
residual desse microrganismo, que deve receber tratamento adequado e pode ser um
subproduto com aproveitamento mais eficiente.

As leveduras sao reconhecidamente biofabricas capazes de produzir muitas
biomoléculas, inclusive quando cultivadas em substratos de baixo custo, como os
residuos lignoceluldsicos (Singh et al., 2022; Adewuyi, 2022). E o caso de leveduras
do género Rhodotorula, que tém despontado como boas produtoras de compostos
antioxidantes. A Rhodotorula toruloides, por exemplo, mostrou-se capaz de produzir
varios carotenoides, incluindo (3-caroteno, y-caroteno, torularrodina e toruleno a partir
de meios contendo xilose, que € o principal componente da hemicelulose presente em
substratos lignocelulésicos (Ribeiro et al., 2023). Ja a Rhodotorula babjevae, além dos
carotenoides acima mencionados, provou ser uma boa escolha também para a
producao de ésteres poliol de acidos graxos a partir de substratos semelhantes (Ayadi
et al., 2024). De fato, leveduras com coloracao rosa-alaranjado sao frequentemente
identificadas como produtoras de antioxidantes. Além de Rhodotorula spp., a

Rhodosporidium paludigenum também apresentou compostos que reduzem as
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especies reativas de oxigénio, demonstrando sua capacidade de produzir
carotenoides usando glicerol como unica fonte de carbono (Sereti et al., 2024).

Com alguns ajustes metabdlicos, a levedura Yarrowia lipolytica, conhecida por
acumular alto teor de lipidios intracelularmente, também foi identificada como
produtora de compostos com agdes antioxidantes, como o acido quinurénico,
composto derivado da via catabdlica do triptofano, e o acido nervénico, com
propriedades antioxidantes e neuroprotetoras (Matusiewicz et al., 2023; Wrdbel-
Kwiatkowska et al., 2020; Liu et al., 2023; Zhao et al., 2023a).

As leveduras mais utilizadas como biofabricas atualmente sdo as do género
Saccharomyces. Com a sua versatilidade adaptativa genética, a Saccharomyces
cerevisiae foi utilizada como plataforma para estabelecer a via biossintética do acido
carnésico, que também é relatado como um antioxidante (Ignea et al. 2016). Noutro
estudo sobre este género, foi demonstrado que Saccharomyces boulardii e Pichia
fermentans sao boas acumuladoras de selénio, outro importante antioxidante
(Hyrslova et al., 2024).

Os radicais livres sdo entidades altamente reativas e instaveis que possuem
elétrons desemparelhados em atomos de oxigénio, nitrogénio ou enxofre, formando
as chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e enxofre (ERE).
As ERO incluem varios radicais, como o peréxido de hidrogénio e o oxido nitrico
(Carocho et al., 2013). Os compostos antioxidantes fornecem elétrons aos radicais
livres (moléculas instaveis), evitando que biomoléculas importantes as células
precisem doar seus proprios elétrons. Além disso, as proprias células produzem
radicais livres durante suas funcbes normais. Portanto, os antioxidantes
desempenham um papel importante na manutengao e prevencao de danos oxidativos
intrinsecos e extrinsecos as células. Quando as ERO se acumulam em concentragdes
elevadas nas células, ocorre o estresse oxidativo, que pode causar danos
significativos as membranas celulares, lipidios, proteinas e ao DNA (Jomova et al.,
2023; Li et al., 2024; Zhao et al., 2023b). Esses danos séo fatores contribuintes para
varias doencas. A fung¢ao dos antioxidantes é inibir a atividade das ERO, minimizando
os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (Matusiewicz et al., 2022).

Os antioxidantes sao descritos como grandes aliados em doencas
neurodegenerativas, reduzindo o dano oxidativo ao tecido neural, contribuindo e

prevenindo danos agravados nas doencgas de Alzheimer, Parkinson e na doenga do
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neurénio motor (Houldsworth, 2024). Outras evidéncias mostram que o estresse
oxidativo desempenha um papel importante na progressdao de doengas
cardiovasculares, como aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, arritmia cardiaca e
lesdo de isquemia-reperfusdo miocardica. Assim, a suplementagédo antioxidante tem
valor preventivo e/ou terapéutico na patologia com ensaios clinicos mostrando
resultados positivos (Cammisotto et al., 2021). Considerando a relevancia do uso de
compostos antioxidantes, a viabilidade microbiolégica de se empregar leveduras como
biofabricas e a ampla disponibilidade de substratos, € essencial que a aplicacédo deste

tipo de processo seja avaliada de maneira criteriosa e transparente.

1.1.4 Compostos bioativos intrinsecos a leveduras

Substancias quimicas presentes naturalmente em leveduras podem
apresentar atividades biolégicas com potenciais beneficios a saude humana. Esses
compostos podem incluir enzimas, proteinas, polissacarideos, lipidios, vitaminas,
minerais e outros metabdlitos secundarios (Demain e Martens, 2017).

A levedura S. cerevisiae € amplamente empregada e examinada perante a
fermentacdo industrial devido a seu alto desempenho em termos de taxa de
proliferagdo, sua habilidade robusta de se adaptar a fermentagdo em grande escala,
alta resisténcia as adversidades do ambiente industrial e a relativa facilidade de
manipulacado genética (Carsanba et al. 2021; Nandy e Srivastava 2018; Stalidzans e
Dace 2021). O processo de fermentacao viabiliza a sintese eficiente de moléculas
naturais com elevado rendimento, causando um impacto ambiental reduzido e
evitando a exploragao de recursos naturais (Nandy e Srivastava 2018).

Dentre os subprodutos primarios, destaca-se a biomassa de levedura
residual, que também abriga compostos de interesse comercial devido as suas
diversas atividades bioldgicas, como acdo anti-hipertensiva, antioxidante e
antimicrobiana (Oliveira et al. 2022a; San Martin et al. 2021). Consequentemente, a
levedura residual adquire um valor substancial como residuo da fermentacao, sendo
uma fonte preciosa de compostos biologicamente ativos que encontram aplicagdo em
variados campos, incluindo suplementos alimentares e produtos cosméticos (Oliveira
et al. 2022a).

Estes microrganismos, em grande parte aplicados em plantas industriais
fermentativas e alimenticias, também possuem capacidade de sintetizar peptideos,
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polifendis e terpenoides (Ganeva et al., 2020; Gomez-Mejia et al.,, 2019). A
particularidade de producdo de compostos bioativos esta ligada as distintas rotas
metabdlicas de diferentes leveduras como Saccharomyces bayanus, produtora de
melatonina (um antioxidante e horménio importante para regulagao do ciclo do sono)
(Rodriguez-Naranijo et al., 2012); Candida stellata, produtora de indol (Arevalo-Villena
et al.,, 2010); S. cerevisiae, da qual se obtém o tripeptideo glutationa, com acéao
antioxidante, e uma toxina antifungica (Hong et al., 2019; Orentaite et al., 2016; Santos
et al., 2022); Candida membranifaciens subsp. flavinogenie, produtora de riboflavina
(um corante alimentar e suplemento) (Wang et al., 2008); Candida sake, produtora de
compostos organicos volateis como o 2-feniletanol, que age como antimicrobiano
(Arrarte et al., 2017); Hanseniaspora opuntiae, produtora de quercetina-3-glicosideo
(flavonoide antiviral e antioxidante); Issatchenkia terricola e Hanseniaspora opuntiae,
que produzem acido cafeico (um acido fendlico com acgédo antioxidante e anti-
inflamatadria) (de Lourdes et al., 2023); e, Rhodotorula glutinis, produtora de diferentes
acidos graxos de interesse comercial (Sineli et al., 2022).

Devido a diversas condicdes fisicas e quimicas externas de proliferacao,
como a temperatura de cultivo, a composicao quimica do meio ou a fase de
desenvolvimento, as células de leveduras apresentam uma ampla diversidade em
relacdo ao tamanho, forma e cor da célula (Walker, 1998). Consequentemente, os
compostos bioativos produzidos por suas vias metabdlicas também sao influenciados
por esses fatores.

Dentre os compostos bioativos mais estudados estdo os peptideos
antimicrobianos, que exibem atividade contra diversos patdgenos, incluindo bactérias
resistentes a antibidticos. Além disso, leveduras podem produzir compostos
antioxidantes que auxiliam na protecdo contra danos oxidativos e envelhecimento
celular (Tadioto et al., 2023a).

Outros compostos bioativos intrinsecos a leveduras também tém sido
associados a beneficios nutricionais, como o aumento da biodisponibilidade de certos
nutrientes, e propriedades probidticas, auxiliando no equilibrio da microbiota intestinal,
como €& o caso da levedura S. boulardii. Essa levedura funciona como um
antibacteriano contra cepas virulentas de Escherichia coli (Offei et al., 2019) e
Citrobacter rodentium (Wu et al.,2008), e ajuda na protegdo contra o fungo
leveduriforme Candida albicans (Ducluzeau e Bensaada, 1982). Saccharomyces

boulardii produz grandes quantidades de acido acético (Offei et al., 2019), o que
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também pode contribuir com o controle desses patdogenos humanos. Além disso,
inflamacdes intestinais podem ser combatidas com a ajuda dessa levedura (Sen e
Mansell, 2020).

A pressao mercadoldgica exercida sobre fontes tradicionais, como as plantas,
na busca por moléculas bioativas torna a demanda incompativel com a oferta,
desencadeando a exploragdo de ambientes de preservagao e promovendo aumento
do valor de mercado desses produtos. Sendo assim, as caracteristicas das leveduras
as tornam organismos de interesse em diversas areas, incluindo alimentos funcionais,
suplementos nutricionais, terapias médicas e aplicagdes em biotecnologia (Alves et
al., 2022). A continua investigagao desses compostos promissores traz possibilidades
para a melhoria da saude humana e o avangco no desenvolvimento de solucdes
sustentaveis, seja empregando leveduras ja utilizadas tradicionalmente ou aplicando
leveduras nao convencionais. Este estudo foi motivado pela habilidade das leveduras
de utilizar uma ampla gama de substratos e produzir uma variedade de metabdlitos
que sao de grande interesse para aplicagdes industriais e farmacoldgicas. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar in vitro o efeito de diferentes extratos de leveduras em

células tumorais, macrofagos e bactérias.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade bioldgica de extratos de células de leveduras
selvagens e identificar os provaveis compostos bioativos produzidos por esses

microrganismos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar taxonomicamente as linhagens de leveduras selvagens utilizadas
para a producéo dos extratos bioativos;

e Produzir extratos celulares a partir da biomassa de leveduras cultivadas em
glicose e xilose;

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos produzidos na linhagem celular tumoral
A549, na linhagem nao tumoral Vero e na linhagem monocitica (macrofagos)
RAW;
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e Avaliar o potencial dos extratos quanto a redugcdo de espécies reativas de
oxigénio na linhagem RAW,;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos contra biofimes de
Pseudomonas aeruginosa,;

e |dentificar e quantificar os compostos bioativos produzidos pelas leveduras.

2MATERIAIS E METODOS

.1 SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES ITS DAS LEVEDURAS

N

As linhagens de levedura utilizadas neste trabalho fazem parte da cole¢ao do
Laboratério de Bioquimica de Leveduras do Campus Chapecd da Universidade
Federal da Fronteira Sul, onde permanecem depositadas. Foram escolhidas seis

linhagens isoladas de diferentes substratos e ambientes, conforme sumarizado na

_|
Q
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@
Q
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Tabela 1 — Linhagens de levedura utilizadas neste trabalho.

CHAP-158 Papilotrema laurenti

Intestino de lagartas
Spodoptera frugiperda Grupo de pesquisa do
Laboratério de
Bioguimica de Leveduras

Albarello et al., 2023
CHAP-204 Meyerozyma caribbica

CHAP-208

Flores de Senna da Universidade Federal
CHAP-221 macranthera da Fronteira Sul,' Campus Este estudo
Chapeco

Abelha Mandaguari
(Scaptotrigona postica)

CHAP-243

Saccharomyces

L Levedura industrial Fermentec Tadioto et al. 2023b
cerevisiae

Fonte: elaborado pela autora.

As linhagens CHAP-158, CHAP-204, CHAP-208, CHAP-221 e CHAP-243
tiveram seus DNA genbmicos extraidos com o Kit Power Soil MOBIO conforme
descrito por Green e Sambrook (2018). O DNA foi entdo submetido a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores degenerados (ITS-1 e ITS-4), que
amplificam o espacgador transcrito interno (ITS, da sigla em inglés) entre os genes que
codificam os rRNAs 18S e 28S (White et al., 1990).
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As reagdes de PCR foram compostas por 2,5 yL de tampéo 10x, 1 uL de 50
mM de cloreto de magnésio, 0,2 uL de 100 mM de dNTPs (25 mM cada), 0,5 pL de
cada iniciador (20 uyM cada), 0,2 yL de Taq polimerase (5 U/uL, GoTag® DNA
Polymerase), 1 uyL de DNA gendmico e 19,6 pyL de agua ultrapura estéril, totalizando
um volume final de 25 uL. O protocolo de PCR consistiu em uma etapa inicial de
desnaturacao a 94°C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagao (94°C por
1 minuto), anelamento (55°C por 1 minuto) e extensdo (72°C por 2 minutos),
finalizando com uma extensdo a 72°C por 10 minutos.

Ap0s a purificagdo do produto de PCR (Green e Sambrook, 2016), os acidos
nucleicos foram quantificados por espectrofotdometro (NanoVue®). Amostras contendo
no minimo 10 ng/uL de DNA amplificado foram enviadas para sequenciamento na
empresa Macrogen, Inc., utilizando o método de Sanger. Inicialmente, as sequéncias
foram avaliadas utilizando o software Chromas (Chen, 2001) para verificar a qualidade
do sequenciamento. Foram desconsideradas as sequéncias com Phred score médio
inferior a 20. As sequéncias obtidas foram entdo depositadas no GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), onde receberam os codigos PQ046709
(CHAP-158), PQ046787 (CHAP-204), PQ046786 (CHAP-208), PQ046650 (CHAP-
221) e PQO46775 (CHAP-243).

2.2 ANALISE FILOGENETICA DAS LEVEDURAS

As sequéncias ITS das leveduras analisadas neste trabalho foram utilizadas
para a construcdo de uma arvore filogenética. Para isso, as sequéncias obtidas
conforme descrito acima foram comparadas com o ITS de cepas padrao (type
material) ja presentes no GenBank do NCBI usando a ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov) considerando uma

cobertura de pelo menos 95% (Query Cover = 95%). Na construgao da arvore, foram
adicionadas as dez sequéncias com maior identidade em relagdo as leveduras do
presente estudo. O mesmo foi feito a partir do ITS da linhagem S. cerevisiae PE-2,
que ja teve seu genoma sequenciado (Argueso et al. 2009). Nesse caso, porém, o
BLAST foi realizado a partir da sequéncia entre os nucleotideos 442862 e 443630
(que corresponde ao seu ITS) do cromossomo Xll desta levedura, disponivel no
GenBank sob o cédigo LR999883.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Subsequentemente, todas as sequéncias ITS foram alinhadas com a

ferramenta Clustal Omega Multiple Sequence Alignment (Clustal O, https://www.ebi.

ac.uk/Tools/msal/clustalo/) e o alinhamento resultante foi curado por Gblocks na

plataforma Phylogeny.fr (Castresana 2000; Dereeper et al. 2008, 2010 -

http://www.phylogeny.fr), considerando parametros pouco estringentes (permitindo

blocos finais menores, posigdes de lacuna dentro dos blocos finais e posicdes de
flanqueamento menos estringentes). O alinhamento curado foi entdo usado para gerar
a arvore filogenética usando critério de informagao Bayesiano (BIC) em modelo de
selecdo Smart (Lefort et al. 2017) implementado no ambiente PhyML (Guindon et al.

2010 — http://www.atgc-montpellier.fr/phyml-sms), com uma analise bootstrap de 1000

réplicas. Para formatar a arvore filogenética, utilizamos a ferramenta online Interactive
Tree of Life (iTOL, https://itol.embl.de) (Letunic e Bork 2021).

2.3 CULTIVO E PRESERVAGAO PREVIA DAS CELULAS DE LEVEDURAS

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho foram escolhidas em
funcao dos seguintes fatores:

e Capacidade de sobrevivéncia em ambiente natural, como em flores e na
superficie ou interior de insetos;

e Isolamento de substratos e ambientes distintos, com vistas a analise de
representantes de diferentes grupos taxonémicos;

e Caracteristicas fenotipicas variadas — uma das leveduras escolhidas produz
pigmentos entre rosa e laranja (CHAP-208) enquanto outra produz
pigmentos marrons a pretos (CHAP-221);

e Capacidade de metabolizar os dois agucares majoritariamente presentes em
hidrolisados lignocelulésicos — € o caso das linhagens CHAP-158 e CHAP-
204, conforme publicamos em artigo prévio (Albarello et al., 2023);

e Tolerancia a fatores de estresse do ambiente industrial — por isso a escolha
da linhagem industrial S. cerevisiae PE-2, amplamente utilizada na produgéo
de etanol combustivel no Brasil (Basso et al., 2008).

As leveduras foram inicialmente pré-cultivadas em frascos Erlenmeyer de 25

mL com 5 mL de YPD liquido (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de

glicose), por 48 horas, com agitacédo de 200 rpm, a 30°C. Em seguida, as leveduras


http://www.phylogeny.fr/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml-sms
https://itol.embl.de/
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do pré-cultivo foram inoculadas na proporgao de 1/100 em frascos Erlenmeyer de 1 L
contendo 200 mL de meio de cultura YPDXi (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de glicose e 2% de xilose) e incubadas a uma temperatura de 30°C e
agitacdo de 200 rpm por aproximadamente 48 h, ou até chegar a uma concentragao
de 20 g/L (de células.

A separagao das células do meio de cultura liquido foi realizada por
centrifugacédo a 10.000 rpm utilizando centrifuga modelo 5804R (Eppendorf) durante
5 min a4°C. As células foram submetidas a dois ciclos de lavagem com agua destilada
autoclavada a 4°C. Em seguida, as biomassas celulares foram pesadas e congeladas
a uma temperatura de -6°C, sem a adigdo de criopreservantes para favorecer a lise

celular da biomassa das leveduras.

2.4 PRODUGAO DE EXTRATOS COM A BIOMASSA CELULAR DAS
LEVEDURAS

Para extracao dos compostos intracelulares das leveduras foi realizada uma
extragao exaustiva onde a biomassa das células foi suspensa em 10 mL de metanol-
agua (80:20 v/v), e essa mistura foi mantida em banho ultrassénico por 1 hora. Em
seguida, em um funil de separagdo, a suspensao celular foi misturada com os
solventes organicos na proporgao de 1:1 (v/v).

Os solventes organicos utilizados para extracdo de compostos bioativos
foram, alternadamente, hexano, acetato de etila e butanol. O solvente foi
homogeneizado com a biomassa celular e em seguida foi mantida em repouso até
que as fases da extracdo liquido-liquido fossem observadas e fosse possivel a
separagao por escoamento. Em seguida foram filtradas as amostras com o auxilio de
um funil com algodao compactado. O residuo (fase aquosa) também foi utilizado como
fracionado.

As fragbes extraidas foram adicionadas em baldées de fundo redondo,
anexadas em rotaevaporador sob pressao reduzida e vaporizadas conforme o ponto
de ebulicdo de cada solvente utilizado. Apds a vaporizagao total dos solventes, as
amostras foram congeladas em freezer e mantidas congeladas com auxilio de
nitrogénio liquido para a liofilizagao até a secagem completa dos extratos. Por fim, as
amostras foram pesadas, acondicionadas em frascos e mantidas em dessecador até

o preparo das solugdes de estoque.
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2.5 PREPARO DAS SOLUGCOES-ESTOQUE

Os extratos liofilizados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck®)
obtendo concentragdes conhecidas, resultando nas solugdes de estoque.

Nos ensaios bioldgicos realizados, as solugbes estoques foram diluidas em
meio de cultura apropriado para cada linhagem celular. Nos ensaios, as quantidades
de DMSO utilizadas nao ultrapassaram 1% nas maiores concentragcdes de extratos

utilizadas, ndao ocorrendo influéncia do solvente nos ensaios.

2.6 ENSAIOS IN VITRO COM CELULAS ANIMAIS

2.6.1 Linhagens celulares

Para os ensaios de determinacdo da citotoxicidade dos extratos foram
utilizadas as seguintes linhagens celulares: A549 (ATCC CCL-185™), derivada de um
adenocarcinoma de pulm&o humano; Vero (ATCC CCL-81™), derivada de fibroblasto
de rim de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops); e, RAW 264.7, derivada
de macrofagos murinos. As células A549 e Vero foram adquiridas do American Type
Culture Collection - ATCC® e a linhagem RAW 264.7 foi cedida por Walter Atwood,
Brown University, Providence, Rhode Island, RI. Esta ultima linhagem também foi

utilizada para os ensaios de espécies reativas de oxigénio.

2.6.2 Meios de cultura

O meio de cultivo utilizado para as linhagens celulares A549 e Vero foi MEM
(Minimal Essential Medium — Eagle) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB). Para a linhagem celular RAW 264.7 foi utilizado o meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). As
células foram incubadas a 37°C sob atmosfera umida e 5% de CO2em estufa.

As subculturas celulares foram estabelecidas com o emprego da enzima
proteolitica dissociadora tripsina preparada em uma solugcdo contendo EDTA 1:250
(Sigma®). As linhagens celulares foram avaliadas rotineiramente para detecgédo da

presencga de fungos filamentosos, leveduras, bactérias e micoplasmas.



33

2.6.3 Determinacgao de espécies reativas ao oxigénio

A atividade antioxidante dos extratos intracelulares foi mensurada por meio do
protocolo adaptado de Ng e Ooi (2021), o qual se baseia na detecgéo indireta de
espécies reativas de oxigénio por meio da sonda 2,7-diclorofluoresceina diacetato
(H2DCFDA, Thermo Fisher Scientific, Life Technologies). Para isso, células da
linhagem RAW 264.7 foram semeadas em uma concentragdo de 4x10* células/mL em
microplacas de 96 cavidades pretas de fundo transparente revestidas com matriz de
colageno. As células foram aclimatadas em temperatura de 37°C sob atmosfera umida
e 5% de CO2 em meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) isento
de vermelho fenol. Apos a confluéncia, as células foram tratadas na placa com
concentragdes de extratos de 50 ug/mL e em seguida novamente incubadas por um
periodo de 24 horas. Como controle, foi utilizado 100 yuM de perdxido de hidrogénio,
o qual foi adicionado 1 hora antes do fim do tratamento. Além disso, também foram
mantidas cavidades sem nenhum tipo de tratamento para controle celular.
Posteriormente, o meio de cultivo foi removido e substituido por 30 yM da sonda em
meio DMEM previamente aquecido a 37°C. Apds um periodo de 30 minutos, a sonda
foi removida e substituida por 100 uL de DMEM, a placa foi protegida de incidéncia
luminosa e a aquisicdo dos valores de espectroscopia de fluorescéncia foi realizada
na Multileitora Infinite M200 (Tecan) empregando um comprimento de onda de
excitacdo de 494 nm e de emissado de 522 nm. A normalizagdo dos valores de
fluorescéncia foi realizada por meio da determinacdo de densidade celular. Em
seguida as placas contendo as ceélulas seguiram para a avaliagdo em ensaio

colorimétrico com sulforrodamina B descrita no item 2.6.4.

2.6.4 Avaliacao da citotoxicidade

Para determinagédo da citotoxicidade dos extratos foi avaliada a viabilidade
celular com o ensaio colorimétrico de sulforrodamina B (SRB), conforme descrito por
Vichai; Kirtikara (2006) e padronizado por Silva (2009) no Laboratério de Virologia
Aplicada. Este ensaio quantificou a reducdo da viabilidade celular causada pelos
extratos aplicados em placas de 96 cavidades (1,0x10* células por 100 yL para A549,
2,5x10% células por 100 yL para Vero e 4,0x10°% células por 100 pyL para RAW para
cada cavidade). Em seguida, as células foram incubadas por 24 horas para a
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confluéncia celular. Para a determinagéo da citotoxicidade dos extratos produzidos,
foram testadas diferentes concentragcbées (diluigdes 1:2). Apdés o periodo de
tratamento, as células foram fixadas sem a remog¢ao do sobrenadante, adicionando-
se 100 yL de acido tricloroacético (TCA) a 10% em cada cavidade e a placa foi
incubada por 1 hora a 4°C. Em seguida, foram lavadas cuidadosamente com agua
destilada por trés vezes e mantidas por 24 horas para secagem. As proteinas das
células fixadas foram coradas com 100 yL de SRB em solugéo contendo acido acético
(0,057% p/v) e mantidos por 30 minutos em temperatura ambiente. O excesso de
corante nao ligado as proteinas foi descartado em trés lavagens com uma solugao de
acido acético a 1% (v/v). Em seguida, foi removido o corante com 100 uL de tampéo
Tris-Base 10 mM (pH 10,5) em incubacdo com agitacdo leve por 10 minutos em
temperatura ambiente para dissolucdo total. Logo apds, a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Spectra MD2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 510 nm.

Os valores de absorbancias obtidos em cada pog¢o contendo o extrato foram
convertidos em porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao controle celular,
onde 100% representa a viabilidade total das células. Isso foi realizado utilizando a

Equacao 1:

DOs1onmExtrato—teste X 100
DOsq9nmControle celular

Viabilidade celular (%) = (Equacéao 1)

Onde, DOs10nm representa a absorbancia quantificada em densidade éptica.

Os graficos foram plotados e, por meio de analise de regressdo nao-linear, foi
possivel calcular a concentracdo de cada amostra que reduziu em 50% a viabilidade
celular (CCso). Os ensaios foram compostos pela média das triplicatas independentes

com intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

2.6.5 Analise estatistica

Os calculos de CCso foram conduzidos por meio da aplicagao de analise de
regressao nao linear, usando curvas que relacionam concentragdo com efeito. Para
os ensaios de determinagao de espécies reativas de oxigénio, foram utilizados analise
de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias (Teste de Tukey). Cada
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experimento foi realizado em triplicata e apresentado junto com o Intervalo de
Confianca de 95% (1C95%). Os programas utilizados para realizar as analises foram

o GraphPad Prism 8 e o Excel.

2.7  ENSAIOS IN VITRO COM BIOFILME BACTERIANO

2.71 Linhagem bacteriana e condi¢coes de cultivo

A bactéria utilizada foi a Pseudomonas aeruginosa, gentiimente cedida pelo
Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS) do Hospital
Universitario (HU) Polydoro Emani de S&o Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). A linhagem ¢é proveniente de isolados clinicos de tecidos de
pacientes em caldo de cultivo de tioglicolato. Os testes foram padronizados em
linhagem padréo de P. aeruginosa (ATCC-27853), sabidamente produtora de biofilme.
A cepa clinica de P. aeruginosa foi identificada por oxidase e agar cetrimide com
incubacao a 37 °C e 42 °C, e confirmada em sistema Vietek e série bioquimica. A
linhagem bacteriana utilizada € armazenada e mantida pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Campus Floriandpolis.

O cultivo da P. aeruginosa clinica foi realizado em meio BHI (Brain Heart
Infusion, Kasvi). A preparacao foi realizada conforme recomendacgao do fabricante. Os
in6culos bacterianos foram realizados com um pequeno numero de coldnias
bacterianas (5 Log de UFC.mL"") mantidas em estoques, congeladas em meio BHI.
Um volume de 1 mL dessa suspencao bacteriana armazenada foi transferido para um
Erlenmeyer estéril contendo 99 mL de meio BHI. Esse indculo foi mantido em
incubacgéo de estufa bacterioldgica a 37 °C por 16 horas para posterior indugéo do

biofilme em biomateriais, descrita no item 2.7.2.

2.7.2 Inducao de biofilme em polipropileno e titanio

Para a inducao do biofilme de P. aeruginosa foi utilizado adaptacao do estudo
de Da Rosa Freitas; Sand e Simonetti (2010). Foram utilizados dois tipos de

biomateriais: cilindros em titanio e microplacas em polipropileno (PP). Em microplacas
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de 24 cavidades, foram adicionados 20 yL do in6culo de P. aeruginosa juntamente
com 980 pyL de meio BHI. Os cilindros de titanio, previamente esterilizados, foram
imergidos em cada cavidade da microplaca destinada a esse ensaio. Assim, as placas
contendo o titanio e as placas de polipropileno foram incubadas durante 4 dias em
estufa a 37 °C. Nas mesmas condi¢gbes foram incubadas microplacas de controle,
apenas com caldo BHI sem adi¢ao de indculo bacteriano com os mesmos parametros
dos ensaios. A cada 48 horas as células plancténicas foram removidas pela lavagem
com tampéo de fosfato salino (PBS) e os meios de cultivo trocados. Com o biofilme
induzido no quarto dia, foram adicionados os tratamentos com os extratos
solubilizados em agua ultrapura na concentragdo de 500 yg.mL'. Da mesma forma,
as cavidades selecionadas para os controles receberam apenas agua. Apds 24 horas,
foram realizadas as analises quantitativas da redugao de biofilme como descritas no
item 2.7.3. Para cada condicdo testada, foram realizados ensaios em ftriplicatas
independentes.

Os cilindros de titanio de 5 mm de diametro e 3 mm de espessura utilizados
neste estudo foram gentiimente cedidos pelo Centro de Ensino e Pesquisas em
Implantes Dentarios (CEPID) localizado na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). A obtencao dos cilindros foi realizada pelo corte de barras de titanio puro
GR4, com certificado de qualidade n°® 0277/2019 conforme ISO 13485 e ISO 9001

(Anexo A - Certificado de qualidade do cilindro de titanio).

2.7.3 Analise quantitativa da redugao de biofilme

2.7.3.1 Contagem de células

A contagem de células bacterianas viaveis foi realizada apenas para os
ensaios utilizando os cilindros de titanio. Esse ensaio foi feito por meio do
plaqueamento da suspensao bacteriana, utilizando a técnica de spread-plate. Este
processo envolveu o espalhamento de 5 uL da suspensao bacteriana, que havia sido
previamente tratada com extratos, sobre a superficie de meio de cultura (BHI-Agar)
contido em uma placa de Petri. A semeadura foi realizada com o auxilio de uma alga
de Drigalski, garantindo a distribuigdo uniforme da suspensao por toda a superficie do

meio. Apds, a placa foi incubada em uma estufa bacteriolégica a 37°C por um periodo
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de 18 horas. A quantificacdo das células viaveis foi entdo realizada através da
contagem de colbdnias, considerando-se um intervalo ideal de 30 a 300 colénias por

placa para uma contagem precisa.

2.7.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise visual em cilindros de titanio, tanto os com biofilme quanto os
controles, foi utilizada a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Essa
investigacdo foi possivel pela gentil colaboragdo do Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
ApoOs a realizacdo dos tratamentos com extratos, os cilindros em titanio foram
preparados conforme a adaptacdo do protocolo de De Castro (2002). Para fixar o
biofilme, os cilindros foram removidos da microplaca e lavados com tampao de fosfato
salino (PBS) estéril durante 1 minuto; logo apds, foi fixado o biofilme em glutaraldeido
(2,5%) com duragao de no minimo 12 horas. Em seguida, foi realizada a desidratacao
dos biofilmes nos cilindros com imersao em alcool em concentragdes crescentes
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), mantendo 30 minutos em cada concentragéo. Apds,
as amostras foram imersas em tetroxido de ésmio (1%). Depois de 1 hora de imerséo,
foi realizada a secagem quimica em solugdo de hexametildissilazano (HMDS) e
submetido a metalizacdo em ouro em equipamento Metalizador Sputter Coater Bal-
Tec SDC 050. Para isso, os cilindros foram imobilizados na base de aluminio e o
equipamento de metalizagao realizou a pulverizagao durante 2 minutos formando uma
camada fina de ouro com 10 nm. Os cilindros em titdnio metalizados foram novamente
fixados com fita carbono em strubs metalicos para posteriormente serem observados

e as imagens registradas no MEV.

2.7.3.3 Microscopia de fluorescéncia

Para a avaliagdo quantitativa da reducdo de biofilme bacteriano em
superficies de polipropileno (PP), tanto nos tratamentos quanto nos controles, foi
utilizado o Microscépio invertido IX83 (OLYMPUS). Essa investigagao foi possivel pela
gentil colaboragao do Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) da

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Apéds a realizagédo dos tratamentos
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com extratos, as cavidades de polipropileno e os controles foram preparados
conforme a adaptacao do protocolo de Freshney (2015).

As cavidades foram cuidadosamente lavadas duas vezes com tampao de
fosfato salino (PBS). Para fixar o biofilme, foram adicionados 500 yL de uma solug&o
de metanol e acido acético glacial na proporgao 3:1 (v/v) diluido em PBS na proporgéo
1:1 (v/v) sobre as placas, que foram entdo mantidas em refrigeragdo por 10 minutos.
Em seguida foi removida a solu¢do de fixagédo e o biofilme foi lavado novamente por
duas vezes com PBS. Posteriormente, foram adicionados 500 pL do marcador
fluorescente DAPI (4 ', 6-diamidino-2-fenilindol) em uma solugéo de 1 uyg/mL em agua
deionizada. O biofilme foi protegido da iluminacdo e incubado em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds esse tempo, o excesso do marcador foi removido e
ocorreram mais duas lavagens com PBS no biofilme fixado e corado. Ainda com as
placas protegidas da iluminacéao, foram realizadas as leituras no Microscépio invertido

de fluorescéncia com excitagdo de 358 nm e emissao de 461 nm.

2.7.3.4 Quantificagdo das micrografias de fluorescéncia

Para a avaliacdo quantitativa da reducao de biofilme bacteriano em superficie
de polipropileno, foi utilizado o programa ImageJ© juntamente com as micrografias
realizadas no microscopio de fluorescéncia. Nesta analise foram utilizadas duas
réplicas em cada placa, onde ocorreram triplicatas independentes, totalizando assim
mais 102 imagens. As imagens foram padronizadas com a escala de 1.000 vezes;
com isso, as porcentagens de area infectada por biofilme e area apenas do biomaterial
foram definidas e as imagens salvas em formato TIFF (Tag Image File Format). O
calculo de redugao percentual de biofilme foi realizado levando em conta as

porcentagens encontradas, como mostra a Equacgao 2:

Reducio de biofilme (%) = Méd.néo trat. (%) — Méd.Trat. (%) — Méd.s/ biofilme (%)
(Equacéo 2)

Onde, a reducao de biofiime em porcentagem é dada pela subtracdo das
médias nao tratadas, apds os tratamentos com extrato e dos biomateriais limpos (sem

receber tratamento nem biofilme).
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2.7.4 Analise estatistica

Os calculos de reducéao de biofilme foram conduzidos por meio da aplicacéo
de analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacao de meédias (Teste de Tukey).
Cada experimento foi apresentado junto com o intervalo de confianca de 95%
(IC95%). Os programas utilizados para realizar as analises foram o GraphPad Prism

8 e o Excel.

2.8  DETERMINAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Os extratos oriundos da extracao liquido-liquido da biomassa de leveduras
foram identificados e quantificados na central analitica do Campus Chapecd da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). Foi utilizada a técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) em cromatégrafo LCMS-2020 (Shimadzu). As
amostras liofilizadas foram solubilizadas em alcool metilico, em seguida filtradas em
membranas de 0.45 um de porosidade e entéo transferidas para vials cromatograficos
para injecao em uma coluna capilar Shim-pack GISS — C18 (4,6mm x 150mm x 3um)
para compostos fendlicos. Como fase mével, foi utilizada uma solugéo 0,3% de acido
formico em 99,7% de metanol, com vazao de 0,4 mL/min. O detector utilizado foi o
espectrdmetro de massas. A curva padrdao de cada composto fendlico foi calibrada
utilizando cinco pontos para cada composto, variando de 1 a 10 mg/L. Os padrdes
utilizados foram a quercetina, miricetina, kaempferol, acido caféico, epicatequina,
acido p-cumarico, pirocatequina, acido siringico, flavona, acido galico e
epigalocatequina. As vazdées médias de cada composto foram, respectivamente,
0,047; 0,093; 0,015; 0,022; 0,021; 0,019; 0,425; 1,049; 0,025; 0,210 e 0,033 mL/min.
Os compostos fendlicos foram selecionados a partir de buscas bibliograficas prévias.

Além dos compostos presentes nos extratos, foram analisados os compostos
presentes no meio de cultivo utilizado para a propagacéao das leveduras. Para isso, foi
realizada uma extracgao liquido-liquido utilizando diclorometano, conforme descrito por
Roque et al. (2019). Em seguida, as amostras foram filtradas e injetadas em
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS), modelo
GCMS-QP2010Ultra (Shimadzu). Para isso, injetou-se uma quantidade de 2 uL de
amostra em uma coluna capilar NSTO5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com fase movel

de gas hélio, a um fluxo total de 14 mL/min. O injetor estava a 150 °C, com uma divisao
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de 1:10. A programacao de temperatura do forno comegou a 100 °C por 6 minutos,
seguida por um aumento de 100°C a 150°C a uma taxa de 4 °C/min e, posteriormente,
de 150°C a 280°C a uma taxa de 8 °C/min, mantendo-se a 280°C por 40 minutos. O
espectrédmetro de massas operou com a fonte de ionizagdo a 200°C e a interface a
280°C, no modo de escaneamento (m/z) de 35 a 500. A analise do espectro de
massas utilizou a biblioteca NIST08s do proprio equipamento.

Em cada cromatograma resultante das analises em GC, foram selecionados
0s 15 maiores picos com indices de similaridade (IS) superiores a 90% (cada IS é
determinado comparando o composto detectado e seu composto mais semelhante
disponivel na biblioteca do espectrometro de massa). A mesma analise também foi
realizada com diclorometano puro e com cada meio de cultura antes da inoculagao.
Assim, foi possivel discriminar os compostos naturalmente presentes no solvente e no
meio daqueles provenientes do metabolismo das leveduras. A produgdo dos
compostos foi realizada de forma semiquantitativa através das areas de cada pico, o
que representa a abundancia relativa de cada composto em relagdo aos demais,

conforme descrito por Di Francesco et al. (2015).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

Dentro de ecossistemas naturais ocorrem interagbes complexas e harmdnicas
entre diversas espécies. As leveduras, por serem amplamente disseminadas,
assumem um papel de destaque, desempenhando fun¢des indispensaveis tanto na
fermentacdo quanto na decomposi¢cao de matéria organica, exercendo e recebendo
influéncia sobre as trajetorias evolutivas de organismos superiores (Giehl et al. 2023;
Fenner et al. 2022; Tadioto et al. 2023a).

Nas flores de angiospermas, as leveduras assumem uma fung¢ao primordial
na fermentagdo do néctar rico em acgucares, gerando compostos organicos volateis
que atraem insetos até as flores. As leveduras presentes no néctar também se tornam
uma fonte nutricional essencial para esses insetos. Esta acdo dindmica aumenta a
variabilidade genética das plantas, conferindo-lhes uma maior adaptabilidade as
mudancas no ambiente. E importante destacar que, além do papel na polinizacéo, os

compostos produzidos por leveduras associadas a plantas e insetos polinizadores
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podem apresentar atividade biolégica de interesse biotecnoldgico (Becher et al., 2018;
Fenner et al., 2022).

Das leveduras utilizadas neste estudo, duas s&o provenientes de nectarios de
angiospermas (especificamente de flores de Senna macranthera) e uma foi isolada de
uma abelha nativa sem ferrdo (Scaptotrigona postica, popularmente conhecida como
Mandaguari). Outras duas linhagens sao oriundas de lagartas Spodoptera frugiperda,
que se alimentam de folhas, e uma foi obtida da producdo brasileira de etanol
combustivel (vide Tabela 1). Essa busca em diferentes substratos e ambientes tinha
como intencéo a avaliagao de leveduras de nichos ecoldgicos distintos (e, portanto,
de comportamentos fisiolégicos variados) e que representassem grupos taxonémicos
diversos. Além disso, foram considerados também caracteristicas fenotipicas
previamente conhecidas dessas linhagens. As cepas P. laurentii CHAP-158 e M.
caribbica CHAP-204, por exemplo, foram previamente identificadas como boas
produtoras de etanol e xilitol a partir de glicose e xilose (Albarello et al., 2023). A
levedura S. cerevisiae PE-2 esta entre as mais empregadas pela industria, sendo
reconhecida pela sua elevada tolerancia aos fatores de estresse encontrados em
dornas de fermentacgao (Basso et al., 2008). Por fim, as outras trés linhagens, embora
nao tenham sido caracterizadas em trabalhos ja publicados, foram escolhidas por sua
pigmentacao (as colénias da CHAP-208 apresentam coloragao entre rosa e laranja, e
as da CHAP-221, entre o marrom e o preto) ou capacidade de consumo de xilose
(CHAP-243).

No inicio deste trabalho, portanto, trés das linhagens utilizadas (CHAP-158,
CHAP-204 e PE-2) ja estavam identificadas em nivel de espécie. As cepas CHAP-
208, CHAP-221 e CHAP-243, em contrapartida, ainda careciam de identificagdo. Em
razao disso, suas regides ITS foram sequenciadas e comparadas a de cepas padrao
disponiveis no GenBank do NCBI. As sequéncias que apresentaram maior
similaridade foram entéo alinhadas, gerando as matrizes de identidade apresentadas

no Quadro 1.
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Quadro 1 — Matrizes de percentuais de identidade das regides ITS das linhagens
CHAP-208 (A), CHAP-221 (B) e CHAP-243 (C) e suas espécies mais intimamente
relacionadas. Os cddigos dentro de parénteses representam os numeros das
sequéncias ITS disponiveis no GenBank.

A P N P P
o 956 993 9933
oo 8n - sanmn sssen ssu
ose sersK - oea onav
L T

PR P O P P

1: CHAP-221 - 100,00% 99,80% 99,39% 98,98%
2: Aureobasidium leucospermi (KT693727) 100,00% - 99,79% 99,38% 98,96%

3: Aureobasidium khasianum (MH188305) 99,80% 99,79% - 99,18% 98,77%
4; Aureobasidium xishuangbannaense (NR189879) [Ecici=L/ SN[ Hc b /SN 1o By - - 98,57%
5: Aureobasidium insectorum (NR189919) 98,98% 98,96% 98,77% 98,57% -

PR P N M "

1: CHAP-243 = 100,00% 99,81% 99,03% 98,05%

10000% - 99,82% 99,09% 98,18%
9981% 99.82% - 9927% 9836%
99,03% 99,09% 9927% - 9800%
98,05% 9818% 9836% 98,00% -

Fonte: elaborado pela autora.

A partir dessas matrizes, as linhagens CHAP-208, CHAP-221 e CHAP-243
foram, respectivamente, consideradas como representantes dos géneros
Rhodotorula, Aureobasidium e Meyerozyma. O isolado CHAP-208 apresentou 99,78%
de identidade com a cepa tipo de Rhodotorula mucilaginosa e 99,56% com
Rhodotorula alborubescens. As leveduras Rhodotorula spp. sdo reconhecidas pela
producao de carotenoides. Sdo também consideradas oleaginosas, caracterizadas
pelo fato de acumularem até 50% de seu peso seco na forma de lipideos (Hof, 2019;
Xue et al., 2018). A linhagem CHAP-221, por sua vez, apresentou 100% de identidade
com Aureobasidium leucospermi e 99,80% com Aureobasidium khasianum.
Leveduras desse género formam hifas pretas quando a colénia envelhece. Elas
podem produzir uma gama de enzimas e produtos que s&o uteis na industria e sao
uma fonte comprovada de proteina unicelular ou microbiana que corresponde a
microrganismos unicelulares comestiveis (single-cell protein) (Deshpande et al.,
1992). Por fim, o ITS da CHAP-243 apresentou 100% de identidade com o ITS da
cepa tipo de Meyerozyma carpophila e 99,81% com Meyerozyma caribbica.
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Leveduras desse género sao descritas como produtoras de compostos organicos
volateis (VOCs) (Ihiguez-Moreno et al., 2020) e do oligossacarideo alginato, um
composto bioativo (Wang et al., 2021). Haja vista o elevado grau de identidade dos
ITS sequenciados com os de pelo menos outras duas espécies, nao atribuimos o
epiteto especifico as leveduras. Elas ficaram, entdo, aqui registradas como
Rhodotorula sp. CHAP-208, Aureobasidium sp. CHAP-221 e Meyerozyma sp. CHAP-
243. Trabalhos futuros poderao sequenciar os dominios D1/D2 do rRNA 28S dessas
leveduras para elucidar a identificacdo em nivel de espécie.

No intuito de ilustrar a diversidade filogenética das leveduras escolhidas para
este trabalho, as regides ITS das linhagens CHAP-158 e CHAP-204 também foram
sequenciadas. Adicionalmente, a sequéncia correspondente da cepa PE-2 foi
buscada no GenBank, haja vista ter esta levedura seu genoma sequenciado (Argueso
et al. 2009). Analisadas em conjunto, as sequéncias ITS das seis leveduras objeto
deste estudo somadas a outras dez de maior identidade (em relagdo a cada uma
delas) deram origem a arvore filogenética apresentada na Figura 1. O cladograma
agrupa as linhagens em cinco diferentes familias pertencentes a quatro ordens
distintas dentro de dois fila, demonstrando relevante representatividade de grupos

fungicos leveduriformes no presente trabalho.

Figura 1 — Cladograma construido a partir das sequéncias ITS das linhagens objeto
deste estudo (CHAP-158, CHAP-204, CHAP-208, CHAP-221, CHAP-243 e PE-2) e
das cepas padrao das espécies mais intimamente relacionadas. Abreviagdes dos
géneros: R., Rhodotorula; P., Papiliotrema; A., Aureobasidium; S., Saccharomyces;
D., Debaryomyces; e, M., Meyerozyma. Os codigos a esquerda do nome das
espécies representam os numeros de depdsito no GenBank. Os ramos em azul
pertencem ao Filum Ascomycota e em vermelho, ao Filum Basiodiomycota. No
cladograma, também estao demarcados os clados que pertencem as familias
Sporidiobolaceae, Rhynchogastremaceae, Saccotheciaceae, Saccharomycetaceae
e Debaryomycetaceae, e as ordens Sporidiobolales, Tremellales, Dothideales e
Saccharomycetales. Os circulos lilases nos nds internos representam os valores
de bootstrap baseados em mil réplicas.

Figura na pagina seguinte.
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NR153310 S. uvarum
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OP900088 S. cerevisiae
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NR111355 S. kudriavzevii
KY105208 S. paradoxus
KY105380 D. castellii
NRO77067 D. prosopidis
NR154976 M. amylolytica
NR152946 M. neustonensis
NR111350 M. elateridarum
NR111340 M. athensensis
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CHAP-204
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Fonte: elaborado pela autora.
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3.2 PRODUCAO DE EXTRATOS CELULARES

As investigagdes voltadas para compostos bioativos substancialmente devem
ter trés alicerces primordiais: primeiro, a identificacdo de moléculas capazes de
controlar doencgas e patdgenos que nao tenham sido inibidos por nenhum composto
sintético até entdo; segundo, o desenvolvimento de biocompostos que causam cada
vez menos efeitos adversos e demonstrem sucesso inibitério aprimorado em relagao
a organismos multirresistentes; e, por ultimo, a descoberta de biocompostos que
possam substituir farmacos sintéticos, visando evitar o impacto resultante desse tipo
de producgao (Gupta et al., 2020).

Os extratos obtidos com as linhagens CHAP-158, CHAP-204, CHAP-208,
CHAP-221, CHAP-243 e PE-02, aplicando-se o solvente apolar hexano, apresentaram
rendimentos baixos ou nulos; por conta disso, nao foi possivel a sua utilizacdo nos
testes subsequentes. As fragbes extraidas no solvente acetato de etila foram as mais
rentaveis para as linhagens CHAP-158, CHAP-204, CHAP-208, CHAP-243 e PE-02.
Esse solvente possui polaridade intermediaria, com a qual varios compostos
possuiam afinidade de extragdo. Entretanto, para a levedura CHAP-221, o maior
rendimento de extragdo ocorreu na fase butandlica, que é polar, o que demonstra que
a maioria dos compostos extraidos dessa linhagem possui afinidade mais polar,
diferentemente das outras cinco leveduras anteriormente mencionadas. A fragao
aquosa foi a que apresentou os maiores rendimentos, uma vez que essa amostra
representa o extrato rafinado das extracdes (Tabela 2).

As linhagens selvagens CHAP-221 e CHAP-243 apresentaram os maiores
rendimentos de extracdo na fracdo aquosa com relacdo a matéria-prima para sua
producdo. Essa fragcao representa o rafinado, o qual possui uma caracteristica de
maior rendimento. Entretanto, a maceragdo da biomassa celular das leveduras
realizada com metanol pode favorecer extracées de algumas classes de compostos
como os acidos fendlicos e compostos antioxidantes. A polaridade que o metanol
apresenta é alta, o que facilita a extracdo desses compostos, aumentando também o
teor total de compostos desse tipo nas extragdes obtidas (Lezoul et al., 2020; Stalikas,
2007; Peschel et al., 2006; Li et al., 2006).
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Tabela 2 — Fracionamentos da biomassa das leveduras Papilotrema laurenti,
Meyerozyma caribbica, Rhodotorula sp., Aureobasidium sp., Meyerozyma sp. e

Saccharomyces cerevisiae e seus respectivos rendimentos.

Biomassa de levedura cultivada Extragao e liofilizagao

. Biomassa de
Cepa cultivada levedira (g)

Papilotrema laurenti
(CHAP-158) 4,9441

Meyerozyma caribbica

(CHAP-204) 5,6673
Rhodotorula sp.
(CHAP-208) 6,0983
Aureobasidium sp.
(CHAP-221) 12,9729
Meyerozyma sp. 8 6634

(CHAP-243)

Saccharomyces cerevisiae
(PE-02) 5,2181

Fonte: elaborado pela autora.

Solvente usado

para extragao
Acetato de etila
Butanol
Aquosa
Acetato de etila
Butanol
Aquosa
Acetato de etila
Butanol
Aquosa
Acetato de etila
Butanol
Aquosa
Acetato de etila
Butanol
Aquosa
Acetato de etila
Butanol
Aquosa

0,3894
0,0281
0,1773
0,2048
0,0775
0,8888
0,2766
0,1297
0,8488
0,2608
0,3726
2,3581
0,2028
0,1948
1,5188
0,1575
0,0399
0,5154

Rendimento (%)

8,57
0,62
3,90
3,61
1,37
15,68
4,54
2,13
13,92
2,01
2,87
18,18
2,34
2,25
17,53
3,02
0,76
9,88

3.3 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS CELULARES

Para avaliar a toxicidade dos extratos, foram empregados trés modelos

celulares. A linhagem VERO (um dos modelos de células ndo-tumorais) € derivada de

fibroblastos, que sdo abundantemente distribuidos por todo o tecido conjuntivo. A

principal fun¢do dos fibroblastos é atuar na sintese e secregao de matriz extracelular,

proporcionando resisténcia, elasticidade e estrutura de tecidos e 6rgaos. Além disso,

eles atuam na cicatrizagao de feridas, na manutencao dos tecidos e na regulacéo da

inflamacao (Mescher, 2013). Os extratos demonstraram baixa toxicidade frente a

linhagem VERO, sendo que a maior parte deles ndo apresentou citotoxicidade até

mesmo nas maiores concentragdes testadas. As excegdes foram os fracionamentos

em acetato de etila e aquoso da levedura industrial PE-2, que ocasionaram reducgao

de 50% da viabilidade celular com 130,6 ug/mL e 195,2 ug/mL dos extratos,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 — Concentragdo de extrato que reduziu em 50% a viabilidade celular (CCso,
Mg/mL) das linhagens A549, Vero e RAW com intervalo de confianga de 95% (ND:

nao determinada).
CCso Linhagens celulares testadas (IC 95%)
VERO

CHAP-158 Butanol >200 (ND) >200 (ND) 112,1 (101,3 a 124,9)
CHAP-158 Acetato de etila 146 (116,4 a 200,0) >200 (ND) 171,9 (127,4 a 200,0)
CHAP-158 Aquosa >200 (ND) >200 (ND) 113,6 (102,5 a 126,0)
CHAP-204 Butanol >500 (ND) >500 (ND) >500 (ND)
CHAP-204 Acetato de etila >200 (ND) >200 (ND) 169,7 (160,3 a 180,3)
CHAP-204 Aquosa 107,5 (95,39 a 121,9) >200 (ND) >200 (ND)
CHAP-208 Butanol 120,8 (85,88 a 190,4) >200 (ND) >200 (ND)
CHAP-208 Acetato de etila >500 (ND) >500 (ND) >500 (ND)
CHAP-208 Aquosa 184,1 (163,1 a 200,0) >200 (ND) 27,64 (25,06 a 49,25)
CHAP-221 Butanol >500 (ND) >500 (ND) >500 (ND)
CHAP-221 Acetato de etila >500 (ND) >500 (ND) >500 (ND)
CHAP-221 Aquoso 128,7 (97,21 a 178,9) >200 (ND) >200 (ND)
CHAP-243 Butanol 136,2 (101,7 a 190,9) >200 (ND) 161,6 (145,9 a 177,3)
CHAP-243 Acetato de etila >500 (ND) >500 (ND) >500 (ND)
CHAP-243 Aquosa 189,2 (168,2 a 200,0) >200 (ND) >200 (ND)
PE-02 Butanol >200 (ND) >200 (ND) >200 (ND)
PE-02 Acetato de etila 190,9 (178,0 a 200,0) 130,6 (82,77 a 200,0) >200 (ND)
PE-02 Aquosa 90,42 (74,32 a 112,6) 195,2 (112,2 a 200,0) >200 (ND)
Paclitaxel 83,5x10° (1,971x10° a 258,1x10°) - -
Controle H,0, - - <25 (ND)

Extrato de leveduras

1
I
H

Fonte: elaborado pela autora.

Os macréfagos sdo importantes células do sistema imune, especializadas na
protecdo do organismo. Por meio de fagocitose, essas células capturam patégenos e
endocitam células mortas e seus detritos. Ademais, os macréfagos agem também em
processos de cicatrizacao e inflamacao (Mescher, 2016; Drake et al., 2020). Doze dos
extratos testados ndo demostraram ser citotoxicos para a linhagem celular RAW 264.7
(macréfagos murinos) até mesmo nas maiores concentragdes testadas, e seis deles
reduziram em 50% a viabilidade celular em concentragbes entre 27,64 e 171,9 pyg/mL.
O extrato da levedura CHAP-208 no fracionamento aquoso apresentou a
citotoxicidade mais elevada, com efeito semelhante aquele observado em células
estimuladas com o peroxido de hidrogénio, que € altamente reativo (Tabela 3).

A linhagem celular derivada de carcinoma de pulmdo humano (A549) foi
utilizada como modelo para a determinagao do potencial citotdxico dos extratos frente
a células tumorais. Diante dela, o fracionamento aquoso da levedura industrial S.
cerevisiae PE-2 e do isolado de lagarta M. caribbica CHAP-204 apresentaram os

potenciais citotoxicos mais expressivos, com valores de CCsode 90,42 pg/mL e 107,5
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ug/mL, respectivamente. E importante destacar que esses extratos ndo demonstraram
toxicidade frente as células ndo tumorais VERO e RAW nas condi¢des testadas
(Tabela 3), indicando potencial seletividade em relagdo as células tumorais (A549).

De fato, a levedura S. cerevisiae vem ganhando destaque nos ultimos anos
com estudos voltados a produg¢ao de compostos com atividades anticancer como anti-
melanoma (Xu et al., 2022) e atividade anticancerigena em células de cancer de
figado, conforme reportado por Darwesh et al. (2023). E mister destacar que esses
autores necessitaram de 700 pyg/mL de extrato liofilizado para diminuir 31% das
células cancerigenas Huh7, enquanto nossos resultados demonstraram que uma
concentragéo sete vezes menor (90,42 pg/mL) foi suficiente para reduzir em 50% a
viabilidade de células tumorais.

Evidentemente, a administracdo do medicamento quimioterapico paclitaxel
(utilizado para tratar varios tipos de céancer) exige concentracbées muito menores.
Entretanto, ao analisar a demanda de matéria-prima necessaria para a produgéo do
medicamento padrdo ouro, aplicado em grande parte dos casos dessa doenca,
estima-se que sejam necessarias aproximadamente 700 arvores ou 10 toneladas de
casca de Taxus spp. para produzir 1 kg de paclitaxel, quantidade suficiente para tratar
cerca de 500 pacientes com cancer (Barrales-Curefio et al., 2022; Ye et al., 2012). A
produgdo com baixo rendimento e alta demanda eleva o custo do medicamento,
restringindo o acesso ao tratamento e, em alguns casos, ndo atendendo a
necessidade. Além disso, é imprescindivel o uso de grandes extensdes de terra para

o cultivo das plantas.

3.4  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os organismos s&o naturalmente expostos a situagbes que induzem a
producdo de radicais livres ou oxidantes. Essas substancias sdo produzidas pelo
metabolismo celular aerdbico ou geradas por efeito de radiagao, calor e incidéncia
luminosa. Por conta da sua capacidade reativa, os radicais livres capturam elétrons
de biomoléculas causando lesdes celulares (Halliwell e Gutteridge 1986). Dentre os
mais significativos radicais livres estao as espécies reativas de oxigénio (ERO). Baixas
quantidades de ERO sao primordiais para os processos bioquimicos, como é o caso

da sinalizagdo e controle de crescimento das células, contencdo dos agentes
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infecciosos e da sintese enzimatica. Por outro lado, concentracbes elevadas
ocasionam estresse oxidativo (Agarwal et al., 2004).

Entre todos os extratos testados, quatro apresentaram atividade antioxidante
significativa (CHAP-158, CHAP-204 e CHAP-243, no fracionamento de acetato de
etila e CHAP-243, em butanol), reduzindo as ERO nas células RAW (Figura 2). Em
comparagao com células de macréfagos expostas ao perdxido de hidrogénio, que
possui alta atividade oxidativa, as células tratadas com os extratos reduziram a
oxidagao celular em 0,52, 0,31, 0,0048 e 0,43 logz vezes, respectivamente. Merece
destaque o extrato obtido da levedura isolada de abelha (Meyerozyma sp. CHAP-243)
fracionado em acetato de etila, que reduziu significativamente as espécies reativas de
oxigénio e ndo apresentou citotoxicidade nas concentragdes testadas para o modelo

de células de fibroblastos ou de macréfagos (Tabela 3).

Figura 2 — Detecgao de ERO em linhagem de macréfagos (RAW) diante dos extratos
produzidos. Diferentes letras representam diferencas significativas (p<0,05).
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Fonte: elaborado pela autora.

Um estudo conduzido por Bak e colaboradores (2024) demonstrou que a
fermentacdo com as leveduras S. cerevisiae e Pichia fermentans, a partir da planta
Elaeocarpus sylvestris, resulta em compostos com atividade antioxidante. Quando
testado em células RAW 264.7, houve reducdo na expressdo de citocinas proé-

inflamatdrias em todas as concentracdes avaliadas.
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3.5 REDUCAO DE BIOFILME EM MATERIAIS BIOMEDICOS
3.5.2 Titanio
Quando utilizados sobre as células de P. aeruginosa aderidas no titanio, todos

os extratos de levedura produzidos proporcionaram significativa redug¢ao bacteriana,

em comparag¢ao com o controle bacteriano n&o tratado (Figura 3).

Figura 3 — Micrografias de superficies de discos de titdnio apds os tratamentos com
os extratos de leveduras mostrando a atividade de desagregacéao de biofilmes de P.
aeruginosa. Em cada tratamento, a linha superior corresponde a aumento de 5.000
vezes e a linha inferior, a aumento de 1.000 vezes.

CHAP-158 Acetato de elila CHAP-158 Aquosa CHAP-204 Acetato de etila CHAP-204 Aquosa CHAP-208 Acetato de etila CHAP-208 Butanol
5 | A 3

Fonte: elaborado pela autora.

Por meio da contagem de colbnias bacterianas, foi possivel mensurar o efeito
dos extratos de levedura no controle de P. aeruginosa. Houve reducao significativa de

células bacterianas nos tratamentos utilizando os extratos liofilizados de CHAP-204
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aquosa, CHAP-208 em butanol e PE-02 em acetato de etila, correspondendo a
77,58%, 83,99% e 66,19% de reducéao, respectivamente (Figura 4). Entre os outros
nove extratos testados (representados pelas barras com a letra ‘a’), observou-se uma
reducdo de células bacterianas entre 16,63% e 31,59% (Figura 4), sendo essa
reducao estatisticamente significativa em comparagdo com o grupo controle. Ja os
extratos aquosos da CHAP-158, CHAP-243 e PE-02 nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparadas com o grupo controle. Alam e seus
colaboradores (2020) produziram extratos de plantas e, de forma semelhante,
encontraram atividade anti-biofilme contra P. aeruginosa, variando de 15% a 80%,

dependendo do solvente utilizado.

Figura 4 — Avaliagao da redugéo do crescimento de P. aeruginosa em superficies de
titanio tratadas com extratos celulares de leveduras (500 ug.mL-"). Diferentes letras
minusculas proximas as barras representam diferengas significativas (p<0,05).
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Fonte: elaborado pela autora.

Considerando que a expansao dos biofilmes esta diretamente relacionada ao
numero e arranjo das células na regidao (Pokhre et al., 2024), a diminuigdo das
unidades formadoras de colénia (UFC) é um fator positivo na redugdo desses
agregados de células microbianas. E importante salientar que as UFC em titanio foram
mensuradas sem que ocorresse diluicdo do meio de cultivo, e que os biofilmes foram

submetidos a apenas um ciclo de tratamento com os extratos de leveduras.
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3.5.2 Polipropileno

Quando testados sobre os biofiimes presentes nas superficies de
polipropileno, todos os extratos promoveram reducéao estatisticamente significativa da
biomassa de P. aeruginosa agregada ao material. O extrato aquoso da CHAP-243
proporcionou uma reduc¢ao de 70%, enquanto o fracionamento em butanol da mesma
cepa resultou em uma redugcao de 64,87%. Cabe ressaltar também que o extrato
aquoso da CHAP-158 levou a uma reducdo de 61,59%. Além disso, outros nove
extratos testados mostraram mais de 50% de redugdo nesse tipo de biomaterial

plastico, em comparacdo com o controle sem tratamento (Figura 5).

Figura 5 — Avaliagdo da redugéo do crescimento de P. aeruginosa em superficies de
polipropileno tratadas com extratos celulares de leveduras (500 ug.mL-"). Diferentes
letras minusculas proximas as barras representam diferencgas significativas
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Fonte: elaborado pela autora.

Na Figura 6, observa-se que o marcador emitiu menor fluorescéncia nas
micrografias onde os extratos foram utilizados como mitigadores da bactéria — no
controle negativo, onde ndo houve nenhum tratamento, a fluorescéncia foi intensa

pela presenga maior de células bacterianas viaveis. Isso ocorre pois os extratos
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reduziram a formacdo de biofiimes aderido em PP, resultando em menos DNA
bacteriano, rico em adenina e timina, disponivel para ligagdo com o marcador

fluorescente, diminuindo assim a emissao de fluorescéncia.

Figura 6 — Micrografia da atividade de desagregacéao do biofilme de P. aeruginosa
clinica em superficies de polipropileno. As imagens correspondem a um aumento
de 1.000 vezes para cada amostra testada.

CHAP-158 Acetato de etila CHAP-158 A‘uosa CHAP-204 Acetato de etila CHAP-204 A‘uosa CHAP-208 Acetato de etila CHAP-208 Butanol

CHAP-208 A‘uosa CHAP-221 Acetato de etila CHAP-221 Butanol CHAP-221 A‘uosa CHAP-243 Acetato de etila CHAP-243 Butanol

CHAP-243 Aquosa PE-02 Acetato de etila PE-02 Aquosa Controle positivo Controle negativo

Fonte: elaborado pela autora.

A formacado de biofilme é um processo que envolve a interagdo e o
comportamento coordenado de uma comunidade bacteriana. Esse fendmeno
depende da regulacdo do Quorum Sensing (QS), que € um sistema de comunicagao
célula-célula. Por meio do QS, as bactérias detectam a densidade populacional e
ajustam suas atividades, inclusive a formacgao de biofilmes (Carette2020; Diaz-Pérez
et al., 2023; Wang 2022a). Os sistemas QS s&o vitais no desenvolvimento de biofilme
e na viruléncia de P. aeruginosa (Alayande et al., 2018). Quando a densidade
populacional das bactérias é reduzida, a formacgao de biofilmes e a viruléncia da P.
aeruginosa sao fragilizadas. Além desta patogenicidade critica da P. aeruginosa, é
relatado por Wang e colaboradores (2022b) que a bactéria provoca uma consideravel
degradacao do polipropileno quando mantida em contato com o biomaterial, causando

assim maiores danos aos pacientes que utilizam o PP.
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3.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NOS
EXTRATOS CELULARES

O acido p-cumarico foi o composto predominante em oito dos dezoito extratos
celulares produzidos. O maior teor desse composto fendlico foi no extrato da levedura
industrial (S. cerevisiae PE-02) em acetato de etila com 1,037 mg de acido p-cumarico
em 50 mg de extrato. Nos extratos da CHAP-204 e CHAP-243 em acetato de etila e
da CHAP-243 em butanol, esse composto fendlico foi quantificado em 0,156, 0,136 e
0,066 mg de composto a cada 50 mg de extrato, respectivamente (Tabela 4).
Interessantemente, estes trés extratos demostraram atividade antioxidante quando
testados nas células do sistema imunitario (Figura 2). O acido p-cumarico € descrito
como redutor de ERO, uma vez que ocorre o deslocamento dos elétrons livres ao
longo do grupo fenol, fornecendo assim a carga negativa necessaria para que ocorra
a reacao de oxidagao e evitando que as células sofram esse estresse. Existem
evidéncias de que o composto contribui para o tratamento de patologias como
inflamacé&o, doencas cardiovasculares, diabetes e doengas do sistema nervoso (Chen
et al., 2024; Aldaba-Muruato et al., 2021).

Vale destacar também que o extrato aquoso da levedura industrial (S.
cerevisiae PE-2), com 0,110 mg de acido p-cumarico em 50 mg de extrato, demostrou
ser capaz de reduzir em 50% a proliferagdo de células de carcinoma pulmonar
humano. Esse composto fendlico vem sendo testado frente a células cancerigenas
gastricas (Jang et al., 2020), células de melanoma (Hu et al., 2020) e células de cancer
colorretal (Tehami et al., 2023).

De fato, o acido p-cumarico pode ser encontrado em produtos fermentados,
como € o caso do vinho e do vinagre (Galvez et al., 1994; An et al., 2024). Além disso,
esse composto fendlico também & encontrado em pdlen e mel (Mao et al., 2013), que
sdo produtos essenciais para a sobrevivéncia e o funcionamento da colmeia. O
presente estudo utilizou trés linhagens celulares proveniente de flores e de abelha
(CHAP-208, CHAP-221 e CHAP-243, vide Quadro 1). Nos fracionamentos em acetato
de etila dessas leveduras e nos extratos em butanol de duas delas, foi quantificada a

presenca de acido p-cumarico (Tabela 4).
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Tabela 4 — Compostos fendlicos quantificados (em mg) ou detectados em 50 mg de
extrato. ND: ndo determinado.

B Quercetina Kaempferol |Acido caféico | Epicatequina Amd’o.p- Pirocatecol .A,C'd.o Acido galico | Epigalocatequina
leveduras cumarico siringico
CHS ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Butanol
CHAP-158
Acetato de etila ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
e ND ND ND Detectado ND ND ND ND ND ND ND
Aquosa
20 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Butanol
CHAP-204
Di D ) D )
Acetato de etila ND ND 0,156 ND ND ND ND ND
LR Detectado Detectado Detectado ND ND ND ND ND ND ND ND
Aquosa
CHL 208 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Butanol
CHAP-208
Acetato de etila ND ND ND ND ND 0,188 ND ND ND ND ND
R Detectado  Detectado  Detectad ND ND ND ND ND ND ND ND
Aquosa
Eilers]) ND ND ND ND Detectado 0,220 ND ND ND ND ND
Butanol
CHAP-221
Acetato de etila ND ND ND ND ND 0,286 ND ND ND ND ND
iR ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,094
Aquosa
GRS ND ND ND ND Detectado 0,066 ND ND ND ND ND
Butanol
A2 . ND ND ND ND Detectado 0,136 ND ND ND ND ND
Acetato de etila
GRS ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Detectado
Aquosa
AR ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Butanol
AP ND ND ND ND 1,807 1,037 ND ND ND ND ND

Acetato de etila
PE-02
Aquosa

ND ND ND ND 0,110 ND ND ND ND ND

z
o

Fonte: elaborado pela autora.

Adicionalmente, no extrato da cepa CHAP-204 em acetato de etila, que
demostrou promissora atividade antioxidante, e no fracionamento aquoso das cepas

CHAP-204 e CHAP-208, foram detectados trés flavonoides com ac¢des antioxidantes

—

Tabela 4): quercetina (Qi et al., 2022), miricetina (Agraharam et al., 2022) e
kaempferol (Chen et al., 2023). Além disso, nos extratos da levedura CHAP-243 em
acetato de etila e butanol, a epicatequina também foi detectada (Tabela 4). Este
flavonoide é descrito por apresentar fungdo nas respostas celulares ao estresse
oxidativo, reducéo da inflamagao e melhora da forca muscular (Nichols et al., 2015;
Bernatoniene e Kopustinskiene 2018; Araujo et al., 2019; Mafi et al.; 2019). Com
excegao da epicatequina no extrato da PE-2 em acetato de etila (1,807 mg em 50 mg),
nao foi possivel a quantificacao de flavonoides que se apresentaram em quantidades
muito baixas; nesse caso, foram apenas detectados pelo cromatégrafo, pois suas
concentragdes ficaram abaixo dos limites da curva padréo.

Um estudo que utilizou a levedura Wickerhamomyces anomalus para
fermentacao de flores de macieira detectou a producao de alguns compostos bioativos
que também encontramos no presente trabalho, como acido cafeico, kaempferol,

quercetina e epicatequina (Tonini et al., 2024). Os autores do trabalho quantificaram
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cerca de 2 ug/mg de epicatequina em suas amostras, enquanto 0 nosso
fracionamento em acetato de etila com a levedura S. cerevisiae PE-2 apresentou 36
Mg/mg (1,807 mg/50 mg) desse composto (Tabela 4).

Portanto, no extrato da levedura industrial em acetato de etila, além dos 2% de
acido p-cumarico também foram quantificados cerca de 3,6% de epicatequina. E
importante ressaltar que esse extrato promoveu uma redugao significativa da
viabilidade bacteriana em titanio e polipropileno (Figuras 4 e 5). Em um estudo
utilizando P. aeruginosa, foi relatado que compostos do grupo das catequinas
associados a mircetina podem reduzir em dois tergcos a quantidade de antibittico
inicialmente necessaria para inibir essa bactéria (Buchmann et al., 2022). Outros
autores observaram que a epicatequina foi eficaz quando testada para redugcao das
bactérias orais Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans (Ezhil et al., 2017). Por
sua vez, o acido p-cumarico tem sido citado como potencial agente para reduzir a
biomassa de biofilmes de P. aeruginosa resistente a antibiéticos (Singha et al., 2023).

Além do acido p-cumarico, o acido cafeico e a quercetina também foram
identificados e confirmados como os principais compostos anti-biofiilme de P.
aeruginosa (Lou et al., 2015). Esses mesmos trés compostos foram produzidos pelas
leveduras no presente estudo e encontrados em extratos que apresentaram acgao
contra o biofilme bacteriano dessa mesma bactéria, tanto em titanio quanto em
polipropileno (Tabela 4, Figuras 4 e 5).

Cabe aqui ressaltar também a importédncia da sinergia dos compostos
presentes em uma fracdo de extracdo. Portanto, os compostos ndo podem apenas
ser considerados isoladamente. Diversas substancias simultaneamente presentes
podem interferir na dindmica de agao, mesmo que em pequenas quantidades
(Buchmann et al., 2022; Sitarek et al., 2020; Masterson et al., 2023).

Na analise dos extratos produzidos, com foco na identificagdo das moléculas
presentes (conforme apresentado na Tabela 4), esperava-se obter uma quantificagao
mais expressiva desses compostos. No entanto, alguns deles foram apenas
detectados, pois as quantidades identificadas ficaram abaixo da curva padrao
(inviabilizando a mensuragéo). Além disso, é importante considerar que aumentar
excessivamente as concentragdes dos extratos no solvente pode alterar as
propriedades dos fluidos, o que aumenta o risco de danificar o equipamento. Dado
que hoje ja existem técnicas de cromatografia mais avangadas, e considerando que o

grupo de pesquisa prevé a aquisicdo de um novo equipamento com um limite de
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deteccao mil vezes superior ao utilizado neste trabalho, planeja-se retomar os ensaios

de quantificacdo dos extratos celulares utilizando o novo cromatégrafo.

3.7 DETERMINACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS NOS
SOBRENADANTES DOS CULTIVOS DAS LEVEDURAS

As superficies das células de leveduras sdo sensiveis a interferéncias
ambientais. As informacdes exteriores sao transmitidas para o citoplasma pelas vias
de transducao de sinal, definindo se as substancias vao ser absorvidas ou impedidas
de adentrar as células. Assim, sdo controladas a entrada de produtos quimicos e a
secrecao ou excrecdo de substancias. Ademais, diferentes compostos exercem
funcdes de comunicagéo entre células (Hapala et al., 2013). De fato, sabidamente
pequenas moléculas podem se difundir por meio da membrana e da parede celular
das leveduras (Mandaji et al., 2022; Gunal-Koéroglu et al., 2024). Em trabalho recente,
por exemplo, Bak e colaboradores (2024) justamente detectaram atividade
antioxidante em meios de cultura fermentados por P. fermentans e S. cerevisiae. Por
conta disso, avaliamos também os metabdlitos das leveduras secretados em seu meio
de cultivo, a fim de analisar a presenca de possiveis compostos bioativos (Tabela 5).

O 2-feniletanol (um alcool superior) demostrou ser o composto mais prevalente
e em maiores quantidades nos seis sobrenadantes resultantes do cultivo das
leveduras. A abundancia relativa do 2-feniletanol nas amostras variou entre 21,02% e
85,81%. Novamente, a levedura industrial S. cerevisiae PE-2 se destacou dentre as
demais (Tabela 5). Esses dados corroboram dados de trabalho anterior, que apontam
essa linhagem como grande produtora de 2-feniletanol (Eshkol et al., 2009).
Interessantemente, foi demonstrado que esse composto organico volatil possui
atividade bacteriostatica diante de Escherichia coli (Kleinwachter et al., 2021) e
atividade bactericida contra P. aeruginosa, provocando alteragcdes na integridade
estrutural da membrana plasmatica das bactérias e a perda de viabilidade celular
(Corre et al., 1990).
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Tabela 5 — Analise semiquantitativa dos compostos organicos volateis (VOC’s) e
terpenos presentes no meio de cultivo das linhagens de leveduras CHAP-158,
CHAP-204, CHAP-208, CHAP-221, CHAP-243 e PE-02.

SOBRENADANTE AREA indice de

Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 21,05
CHAP-158 Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 5,23 92
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster mono(2-etilhexil) 1,29 86
Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 32,31 98
2-Piperidinona; 2-Piperidona 3,91 95
Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 2,02 88
CHAP-204 Octadecano; n-Octadecano 0,85 93
Acido tridecandico, 2-etil-2-metil-, éster etilico 1,55 74
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster bis(2-metilpropil); Acido ftalico, éster diisobutil 1,02 94
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster diisooctil; Ftalato de diisooctil 1,09 90
3-etil-3-metilheptano, heptano, 3-etil-3-metil- 0,72 90
Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 64,75 98
Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 0,94 91
CHAP-208 Acetamida, N-(2-feniletil)-; Acetamida, N-fenetil- 4,92 97
Nonadecano, 9-metil-; 9-Metilnonadecano 0,45 81
1H-indole-3-etanol; Indol-3-etanol 2,41 92
Tetracontano; n-Tetracontano 0,78 76
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster diisooctil; Ftalato de diisooctil 1,00 94

Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 81,33 98

CHAP-221 Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 1,09 92
Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster diisooctil; Ftalato de diisooctil 0,63 89

3-Etil-3-metilheptano; Heptano, 3-etil-3-metil- 2,06 89

Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 50,29 98

CHAP-243 Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 1,39 89
1H-indole-3-etanol; Indol-3-etanol 2,46 81

Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster diisooctil; Ftalato de diisooctil 0,95 88

Alcool Feniletilico; Benzenoetanol 85,81 98

2-Piperidinona; 2-Piperidona 0,66 96

Benzeno, 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-; Benzeno, m-di-terc-butil- 0,45 90

Benzeno, [(metoximetoxi)metil]-; [(Metoximetoxi)metillbenzeno 0,44 88

1H-indole-3-etanol; Indol-3-etanol 1,90 92

Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster diisooctil; Ftalato de diisooctil 0,27 90

Fonte: elaborado pela autora.

3.8  ANALISE DO POTENCIAL BIOATIVO DAS LEVEDURAS TESTADAS

Ainda que compostos bioativos possam ser obtidos a partir de plantas e fungos
filamentosos, a utilizacdo desses organismos apresenta desvantagens em relagao a
leveduras. Fungos filamentosos, por exemplo, demandam cultivos que podem exigir
longos periodos de incubagao, e, no caso das plantas, existe a dependéncia de fatores
ambientais e do microclima, além das dificuldades de transporte e armazenamento.
Ademais, a extragao vegetal pode resultar em rendimentos insuficientes e danos aos
ecossistemas. A obtencao de moléculas vegetais € complexa, com custos elevados
que muitas vezes inviabilizam a produgéao (Liu et al., 2024).
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Por outro lado, relatos cientificos demostram que a utilizagdo de leveduras para
a produgdo de moléculas € uma forma alternativa capaz de tornar a producgéo
escalavel, rapida e sustentavel quando comparadas com as fontes atuais (Nett, 2024;
Gomes et al., 2022; Liu et al., 2024). Adicionalmente, leveduras representam uma
matéria-prima facilmente disponivel e em grande quantidade, considerando as
industrias produtoras de cerveja (Flores-Copa et al., 2021), vinho (Devesa-Rey et al.,
2011) e etanol (Ahuja et al., 2023), que, ao fim de seus processos, geram um acumulo
de grandes quantidades de biomassa de células desse eucarioto unicelular (De
Oliveira et al., 2022).

Levando em conta apenas a producao brasileira de etanol, foram produzidos
35,4 bilhdes de litros desse combustivel no ano de 2023 segundo a Agéncia Nacional
do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2024). Estima-se que sejam
gerados 30 g de biomassa de levedura para cada litro de etanol produzido (Modesto
et al., 2021). Assim sendo, s6 com a produgcdo do combustivel, o Brasil produz mais
de 10 bilhdes de quilos de biomassa residual de leveduras por ano.

Além da capacidade produtiva de biomoléculas, nossos dados demonstraram
que as leveduras testadas foram capazes de crescer em meios de cultivo contendo
glicose e xilose, os dois monossacarideos predominantes nos hidrolisados
lignocelulésicos oriundos de residuos agroindustrias (Singh et al., 2022; Adewuyi,
2022). Portanto, essa pode ser outra vantagem na aplicacdo de leveduras na
producao de biomoléculas, uma vez que o custo e o valor comercial dos bioativos
podem ser reduzidos se forem produzidos a partir de matéria-prima residual (ou seja,
empregando-se residuos para o crescimento das leveduras) (Faria et al., 2023). A
obtencdo de matérias-primas a partir de materiais pouco valorizados, ou até mesmo
considerados residuos, revertidos para a producdo de compostos com altos valores
agregados com potenciais benéficos, impulsiona a inovagao em setores distintos da
sociedade e contribuem para o desenvolvimento de estratégias de economia circular,
uma vez que 0s proprios residuos passam a ser 0s insumos para a producao de novos
produtos (Ewing et al., 2022; Elroi et al., 2023).
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4 CONCLUSOES

A anadlise das sequéncias das regides ITS das leveduras que ainda nao
haviam sido identificadas permitiram classifica-las como Rhodotorula sp.,
Aureobasidium sp. e Meyerozyma sp. No entanto, para uma identificagdo em nivel de
espécie, é determinante que os dominios D1/D2 dessas trés linhagens sejam também
sequenciados. A essas trés leveduras, somaram-se outras de grupos taxondmicos
distintos (previamente identificadas), aumentando a representatividade da
biodiversidade de leveduras analisadas no presente trabalho.

Em termos de rendimento dos extratos, foi possivel observar uma tendéncia
decrescente nos fracionamentos empregando solventes organicos. Os maiores
rendimentos foram alcangados nas fases aquosa, acetato de etila, butandlica e
hexanica, respectivamente.

Os resultados sugerem também que extratos de leveduras isoladas de
ambientes da microbiota brasileira apresentam potencial para redugcdo de produgao
de ERO, de biofilme bacteriano (tanto em titdnio quanto em polipropileno) e de
viabilidade de células tumorais in vitro. Além disso, foi demonstrado que todas as
cepas produzem uma variedade de compostos fendlicos e compostos organicos
volateis que poderiam potencialmente mitigar problemas de saude humana. Ademais,
como perspectiva deste estudo, propomos otimizar os protocolos de cromatografia
com vistas a determinagdes mais sensiveis dos compostos bioativos presentes nos
extratos.

Considerando a crescente demanda por fontes alternativas para a produgao
desses compostos, esses microrganismos podem representar um recurso valioso.
Portanto, estudos mais aprofundados sobre as possibilidades de aplicagcao destes

microrganismos sao biotecnologicamente promissores e relevantes.
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Abstract: Yeasts are the most used microorganisms for biotechnological purposes. Although they
have been mainly recognized for their application in the beverage and bioethanol industries, these
microorganisms can be efficiently employed in pharmaceutical and food production companies. In
these industrial sectors, yeasts are highly desirable for their capacity to produce bioactive compounds
from simple substrates, including wastes. In this review, we present the state of the art of bioactive
compound production in microbial cell factories and analyze the avenues to increase the productivity
of these molecules, which benefit human and environmental health. The article addresses their vast
biological activities, from preventing to treating human diseases and from pre to postharvest control
on agroindustrial streams. Furthermore, different yeast species, genetically engineered or not, are
herein presented not only as biofactories of the referred to compounds but also as their targets. This
comprehensive analysis of the literature points out the significant roles of biodiversity, bioprospection,
and genome editing tools on the microbial production of bioactive compounds and reveals the value
of these approaches from the one health perspective.

Keywords: anticancer; antifungal; anti-inflammatory; antimicrobial; antioxidant; antiviral; biocontrol;
ecological food production; killer toxins; volatile compounds




86

APENDICE B — ARTIGO PUBLICADO: BIOCHEMICAL AND
BIOTECHNOLOGICAL INSIGHTS INTO FUNGUS-PLANT INTERACTIONS
FOR ENHANCED SUSTAINABLE AGRICULTURAL AND INDUSTRIAL
PROCESSES

plants MDPY)

Review

Biochemical and Biotechnological Insights into Fungus-Plant
Interactions for Enhanced Sustainable Agricultural and
Industrial Processes

Anderson Giehl 1200, Angela Alves dos Santos !, Rafael Dorighello Cadamuro 23, Viviani Tadioto 123,
Iara Zanella Guterres 3#, Isabella Dai Pra Zuchi *#, Gabriel do Amaral Minussi !5, Gislaine Fongaro 2317,
Izabella Thais Silva 234 and Sergio Luiz Alves, Jr. 1:2:5*0

! Laboratory of Yeast Biochemistry, Federal University of Fronteira Sul, Chapec6 89815-899, SC, Brazil

*  Graduate Program in Biotechnology and Biosciences, Federal University of Santa Catarina,

Floriandpolis 88040-900, SC, Brazil

Laboratory of Applied Virology, Department of Microbiology, Immunology and Parasitology, Federal
University of Santa Catarina, Florianépolis 88040-900, SC, Brazil

Graduate Program in Pharmacy, Federal University of Santa Catarina, Florianépolis 88040-900, SC, Brazil
Graduate Program in Environment and Sustainable Technologies, Federal University of Fronteira Sul,
Cerro Largo 97900-000, RS, Brazil

Correspondence: slalvesjr@uffs.edu.br

Abstract: The literature is full of studies reporting environmental and health issues related to using
traditional pesticides in food production and storage. Fortunately, alternatives have arisen in the
last few decades, showing that organic agriculture is possible and economically feasible. And
in this scenario, fungi may be helpful. In the natural environment, when associated with plants,
these microorganisms offer plant-growth-promoting molecules, facilitate plant nutrient uptake, and
check for antagonize phytopathogens. It is true that fungi can also be phytopathogenic, but even they can
Bpsaas benefit agriculture in some way—since pathogenicity is species-specific, these fungi are shown to
be useful against weeds (as bioherbicides). Finally, plant-associated yeasts and molds are natural
biofactories, and the metabolites they produce while dwelling in leaves, flowers, roots, or the
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rhizosphere have the potential to be employed in different industrial activities. By addressing all
these subjects, this manuscript comprehensively reviews the biotechnological uses of plant-associated
fungi and, in addition, aims to sensitize academics, researchers, and investors to new alternatives for

Pungus-Plant Interactions for healthier and more environmentally friendly production processes.
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Abstract

Despite recent improvements, second-generation (2G) biorefineries still have challenges to overcome, especially regarding
cellulose and xylan hydrolysis and xylose fermentation. Hydrolases account for a high percentage of the process’ total cost,
and industrial yeasts may not assimilate xylose properly. In this sense, prospecting microorganisms that can both metabolize
this sugar and hydrolyze cellulose and xylan may lead to significant advances in 2G processes. Since the gut microbiota of
herbivorous insects has proven to be the major player in their lignocellulose digestion, yeasts were isolated from the gut of
Spodoptera frugiperda larvae, and their cellulolytic, xylanolytic, and xylose-assimilating capacity were analyzed. From a
hundred larvae guts, forty-six yeasts were selected for their growth capacity in xylose-containing media. Fourteen strains
were able to hydrolyze cellulose, and three showed xylanolytic activity. Two strains, taxonomically identified as Papiliotrema
laurentii and Meyerozyma caribbica, stood out with the highest cellular biomass yield and productivity when submitted
to a high-throughput microscale growth analysis under different culture conditions (varying pH and sugar concentration).
While the P. laurentii strain displayed the highest xylanolytic activity (205.48 U/mL) and an intermediate cellulolytic capac-
ity (31.25 U/mL), the M. caribbica strain showed, besides cellulase activity (37.46 U/mL), high ethanol and xylitol yields
(0.36 gopanot Eatucose AN 0.35 2,101/ Exyioses TESPeCtively) in media with the most common fermentation inhibitors in 2G
bioprocesses. Through a Central Composite Rotatable Design, the optimized condition for the simultaneous production of
ethanol and xylitol was found to be in a 55-85 g/L range of sugar concentration and between pH values of 6.0 to 8.5. Also.
this experimental design analysis allowed the validation of empiric-coded models. These results indicate the high biotech-
nological potential of prospecting yeasts in 8. frugiperda guts.
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Abstract

This review aimed to show that bioherbicides are possible in organic agriculture as natural compounds from fungi and
metabolites produced by them. It is discussed that new formulations must be developed to improve field stability and enable
the commercialization of microbial herbicides. Due to these bottlenecks, it is crucial to advance the bioprocesses behind the
formulation and fermentation of bio-based herbicides. scaling up, strategies for field application, and the potential of bio-
herbicides in the global market. In this sense, it proposed insights for modern agriculture based on sustainable development
and circular economy, precisely the formulation, scale-up, and field application of microbial bioherbicides.

Graphical abstract
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ABSTRACT

‘Yeasts play crucial roles in natural and industrial environments, being capable of generating bicactive metabolites that may benefit
human, animal, and plant health. Yeast bioactive compounds influence biclogical processes and interactions. The ease of use of
yeasts in fermentative processes makes them promising for industrial applications, but the lack of knowledge about their bioactive
compounds limits their use. Therefore, this work evaluated intracellular extracts produced with five yeasts isolated from different
environments of Brazilian biodiversity and a yeast widely used in the Brazilian industry (PE-02). The extracts were obtained with
the solvents, hexane, ethyl acetate, and butanol. The aqueous phase was also used as fractionate. The extracts were evaluated
in vitro for cytotoxicity in two mammalian cell lineages: the macrophage-derived RAW 264 .7 and the fibroblast-derived VERO.
Furthermore, antioxidant activity was tested in macrophages and their compounds were detected. The cell extracts of three wild
yeast strains isolated from caterpillar and bee microbiotas showed promising antioxidant activity. In these extracts, the phenolic
compound p-coumaric acid was found at concentrations varying from 0.66 to 0.156 mg/L. Our results thus suggest that yeasts
from Brazilian microbiota exhibit significant potential for reducing reactive oxygen species.
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