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“Eu não sei dizer nada por dizer 

Então eu escuto 

Se você disser tudo o que quiser 

Então eu escuto 

(...) 

Se eu não entender, não vou responder 

Então eu escuto 

Eu só vou falar na hora de falar 

Então eu escuto 

Fala!” 

Secos & Molhados (1973) – Fala 



  

Resumo 

O gênero Ganoderma compreende espécies de cogumelos medicinais com grande 

potencial para a prospecção de moléculas bioativas de baixa toxicidade. Suas proteínas, 

apesar de pouco estudadas, demonstram grande potencial como agentes 

imunomoduladores, anticânceres, antivirais e antioxidantes. Tais características as tornam 

excelentes candidatas para o desenvolvimento de terapias frente ao Vírus Linfotrópico de 

Células T Humanas tipo 1 (HTLV-1), o agente etiológico da Leucemia/Linfoma de 

Células T do Adulto (ATL) e da Mielopatia Associada ao HTLV/Paraparesia Espástica 

Tropical (HAM/TSP), condições que comprometem gravemente a qualidade e 

expectativa de vida das pessoas vivendo com HTLV, e que até o momento não possuem 

tratamentos direcionados. Diante desse contexto, o objetivo desse trabalho foi produzir e 

caracterizar extratos proteicos de Ganoderma spp. cultivados em diferentes condições de 

fermentação submersa, além de investigar seu potencial citotóxico seletivo frente a uma 

linhagem celular infectada com HTLV-1. Foram utilizadas duas linhagens de Ganoderma, 

a espécie medicinal de referência G. sichuanense (CC22), e um isolado amazônico que 

foi identificado molecularmente como G. multiplicatum (1962). A análise das condições 

de cultivo indicou que a ausência de agitação resultou em maiores teores de proteínas, 

com destaque para G. sichuanense. Apesar de diferenças associadas ao metabolismo 

fúngico, particular de cada espécie, todas as amostras apresentaram potencial 

antioxidante. O extrato proteico com maior atividade antioxidante de cada linhagem foi 

selecionado para os ensaios celulares. Os extratos proteicos de ambas as espécies não 

apresentaram citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

saudáveis. Contudo, frente à linhagem infectada com HTLV-1 (MT-2), G. sichuanense 

destacou-se por apresentar atividade citotóxica mais pronunciada. A atividade 

imunomoduladora apresentou perfis distintos para o extrato de cada espécie, com G. 

multiplicatum apresentando um perfil mais pró-inflamatório, enquanto G. sichuanense 

teve um perfil mais imunorregulador. Com base nesses resultados, G. sichuanense foi 

selecionado para ser cultivado em diferentes condições de estresse, como uma estratégia 

para direcionar o metabolismo fúngico para síntese das proteínas de interesse. O estresse 

térmico mostrou-se promissor para esse propósito, possibilitando o aumento de 

aproximadamente quatro vezes da citotoxicidade frente à linhagem MT-2, infectada pelo 

HTLV-1, ao mesmo tempo em que aumentou a atividade antioxidante e a resposta 

imunomoduladora. Os dados dão suporte para futuros estudos voltados à identificação 

dos mecanismos de atuação e identificação das proteínas responsáveis pela atividade. 

Esse trabalho relata pela primeira vez proteínas obtidas de cogumelos do gênero 

Ganoderma com atividade citotóxica seletiva frente a uma linhagem celular infectada 

com HTLV-1. 

Palavras-chave: Cogumelos Medicinais; Cultivo Submerso; Estresse oxidativo; 

Polipeptídeos bioativos; Antiviral. 

 

 

 



  

Abstract 

The genus Ganoderma comprises medicinal mushroom species with considerable 

potential for the discovery of low-toxicity bioactive molecules. Although still poorly 

explored, their proteins have demonstrated remarkable potential as immunomodulatory, 

anticancer, antiviral, and antioxidant agents. These properties make them promising 

candidates for the development of therapies against Human T-cell Lymphotropic Virus 

Type 1 (HTLV-1), the etiological agent of Adult T-cell Leukemia/Lymphoma (ATL) and 

HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP), diseases that 

severely compromise the quality of life and life expectancy of people living with HTLV-

1 and for which no targeted therapies are currently available. In this context, the present 

study aimed to produce and characterize protein extracts from Ganoderma spp. cultivated 

under different submerged fermentation conditions and to investigate their selective 

cytotoxic potential against an HTLV-1-infected cell line. Two Ganoderma strains were 

evaluated: the reference medicinal species Ganoderma sichuanense (CC22) and an 

Amazonian isolate molecularly identified as Ganoderma multiplicatum (1962). The 

evaluation of cultivation conditions showed that static cultivation resulted in higher 

protein yields, particularly for G. sichuanense. Despite species-specific differences 

associated with fungal metabolism, all protein extracts exhibited antioxidant activity. The 

protein extract with the highest antioxidant activity from each strain was selected for 

subsequent cell-based assays. Protein extracts from both species showed no cytotoxicity 

toward healthy peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). However, against the 

HTLV-1-infected MT-2 cell line, G. sichuanense exhibited a more pronounced selective 

cytotoxic effect. The immunomodulatory activity also differed between species, with G. 

multiplicatum displaying a predominantly pro-inflammatory profile, whereas G. 

sichuanense promoted a more immunoregulatory response. Based on these findings, G. 

sichuanense was selected for cultivation under different stress conditions as a strategy to 

redirect fungal metabolism toward the synthesis of proteins with enhanced biological 

activity. Thermal stress proved promising for this purpose, resulting in an approximately 

fourfold increase in cytotoxicity against the HTLV-1-infected MT-2 cell line, while also 

enhancing antioxidant activity and the immunomodulatory response. These findings 

provide a foundation for future studies aimed at elucidating the underlying mechanisms 

of action and identifying the proteins responsible for the observed biological activities. 

To the best of our knowledge, this is the first report describing proteins obtained from 

Ganoderma mushrooms with selective cytotoxic activity against an HTLV-1-infected cell 

line. 

Keywords: Medicinal Mushrooms; Submerged Cultivation; Oxidative Stress; Bioactive 

Polypeptides; Antiviral. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os cogumelos do gênero Ganoderma são uma importante fonte de biomoléculas 

com atividades terapêuticas variadas, sendo amplamente empregados na medicina 

tradicional asiática e considerados seguros para uso (Adotey et al., 2026). Entre os 

principais metabólitos produzidos por esses fungos encontram-se polissacarídeos e os 

triterpenoides, classes extensamente estudadas, assim como proteínas que, apesar de 

apresentarem relativamente menos estudos, demonstram um grande potencial como 

produtos naturais com valor farmacológico (Li et al., 2019). 

As proteínas sintetizadas por espécies de Ganoderma apresentam estruturas e 

funções variadas, sendo organizadas em diferentes classes funcionais, como proteínas 

imunomoduladoras fúngicas, lectinas, enzimas hidrolíticas e oxidativas, proteínas de 

resposta ao estresse, inibidores de protease, entre outras. Essas moléculas apresentam uma 

diversidade de efeitos biológicos, estando associadas a atividades antibacteriana, 

antiviral, anticâncer, imunomoduladora e antioxidante (Chevreuil et al., 2025; Kumakura 

et al., 2018; Li et al., 2019). 

Em algumas espécies de Ganoderma, o conteúdo proteico pode superar o de 

polissacarídeos e terpenos. Entretanto, limitações relacionadas aos processos de produção 

e extração, que frequentemente resultam em baixos rendimentos, constituem um dos 

principais entraves para sua aplicação biotecnológica (Wang et al., 2025). Assim, torna-

se necessário o desenvolvimento de estratégias que aumentem o rendimento das proteínas 

de interesse e viabilizem sua aplicação em maior escala. 

Nesse contexto, a fermentação submersa representa uma estratégia promissora por 

possibilitar rápido crescimento fúngico, elevada reprodutibilidade e controle preciso dos 

parâmetros de cultivo (Bakratsas et al., 2023).  A manipulação dessas condições permite 

modular a expressão gênica e estimular a biossíntese de moléculas de interesse, 

constituindo uma ferramenta eficiente para investigar alterações na produção de proteínas 

em resposta a diferentes estímulos ambientais (Arshadi; Nouri; Moghimi, 2023). Essa 

abordagem torna-se particularmente relevante considerando que determinadas classes de 

proteínas participam dos mecanismos de defesa dos cogumelos e têm sua expressão 

aumentada sob condições de estresse (Sabotič; Ohm; Künzler, 2016) 

Entre as aplicações biomédicas dessas proteínas, é possível destacar seu potencial 

para o desenvolvimento de terapias anticâncer, devido à sua atividade de indução da 

apoptose em células neoplásicas, e antivirais, podendo inibir enzimas essenciais ao ciclo 

replicativo e bloquear a entrada de partículas virais nas células hospedeiras. (El-Maradny 
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et al., 2025; Ren et al., 2025). Nesse contexto, é plausível supor que proteínas de 

Ganoderma possam representar candidatas promissoras para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas direcionadas ao Vírus Linfotrópico de Células T Humanas tipo 1 

(HTLV-1). 

O HTLV-1 é um retrovírus de RNA de cadeia simples e sentido positivo, 

pertencente ao gênero Deltaretrovirus e à família Retroviridae (Domingues et al., 2024). 

Esse vírus apresenta tropismo por células TCD4+, levando à transformação dessa 

linhagem, mas também pode se associar a linfócitos TCD8+ e B, além de células 

endoteliais e fibroblastos (Branda et al., 2025). 

A transformação dos linfócitos TCD4+ associada à infecção crônica pode levar as 

pessoas vivendo com HTLV-1 (PVHTLV) ao desenvolvimento de condições patológicas 

que impactam significativamente a qualidade e a expectativa de vida. Entre elas, 

destacam-se a Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATL) e a Mielopatia Associada 

ao HTLV/Paraparesia Espástica Tropical (HAM/TSP), consideradas as manifestações 

mais graves associadas ao vírus (Shichijo; Yasunaga, 2025).  

O Brasil é considerado uma região endêmica para o HTLV-1, com estimativas que 

variam de 800 mil a 2,5 milhões de pessoas vivendo com o vírus, apresentando maiores 

prevalências nas regiões Norte e Nordeste do país (Caterino-de-Araujo et al., 2022; De 

Oliveira Freire et al., 2025). Apesar desses números, ainda não há tratamentos específicos 

para o HTLV-1, e as estratégias atualmente adotadas baseiam-se principalmente no 

manejo das manifestações clínicas (Akbarin; Farjami; Álvarez, 2026). 

Dada a natureza proliferativa da infecção, a redução do número de cópias de 

células infectadas pelo HTLV-1 pode diminuir o risco de desenvolvimento das doenças 

associadas e, portanto, representa uma estratégia terapêutica promissora (Cooney et al., 

2025). Nessa perspectiva, produtos de origem natural têm demonstrado citotoxicidade 

frente a linhagens celulares anormais, incluindo modelos celulares de ATL, ao mesmo 

tempo em que estimulam células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) saudáveis 

(Ling et al., 2019; Nakano et al., 2026). 

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir, 

caracterizar, avaliar o potencial antioxidante, imunomodulador e citotoxicidade seletiva, 

frente a uma linhagem celular infectada pelo HTLV-1, de extratos proteicos obtidos de 

Ganoderma sichuanense CC22 (linhagem comercial de referência medicinal) e 

Ganoderma sp. 1962 (isolado amazônico), cultivados sob diferentes condições de 

fermentação submersa. Até onde se tem conhecimento, este é o primeiro estudo a 
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descrever a atividade citotóxica seletiva de proteínas produzidas por espécies do gênero 

Ganoderma frente a uma linhagem celular infectada pelo HTLV-1. 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1.Ganoderma 

O gênero Ganoderma compreende espécies de cogumelos pertencentes à família 

Ganodermataceae e filo Basidiomycota, cujo nome origina do grego e significa pele 

brilhante (“gános” – brilhante, reluzente, brilho; e “dérma” – pele) (Du et al., 2024). Esse 

gênero é caracterizado por basidiósporos elipsoides a ovoides, frequentemente truncados, 

de parede dupla, com ornamentação endóspica como pilares livres ou anastomosados, 

chamados de esporos ganodermatoides, e, geralmente, é subdividido entre espécies 

lacadas, com a superfície do píleo brilhante, ou não-lacadas, com a superfície opaca. 

Contudo, essa divisão não é suportada por análises filogenéticas dada sua plasticidade 

morfológica (Cabarroi-Hernández et al., 2023). 

Espécies desse gênero são reconhecidas pelo seu potencial medicinal, sendo 

extensivamente utilizadas na medicina tradicional asiática, movimentando um mercado 

de cerca de 5 a 6 bilhões de dólares no mundo todo (Angulo-Sanchez et al., 2022). Dentre 

seus benefícios, inclui-se o tratamento de doenças pulmonárias, cardíacas, hepáticas e 

renais, além das atividades anticâncer, anti-inflamatória, antidiabética, anti-hipertensiva, 

antilipêmica, antiviral, antioxidante e imunomoduladora (Blundell et al., 2023). Nesse 

contexto, espécies como G. lucidum, G. sichuanense, G. resinaceum e G. tropicum estão 

estre as espécies medicinais atualmente cultivadas comercialmente (Lau et al., 2024). 

Geograficamente, várias espécies do gênero podem ser encontradas em regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas da África, América, Ásia, Oceania e Europa ((Klaus; 

Wan-Mohtar, 2024). No Brasil, registros relatam a ocorrência das espécies G. 

amazonense, G. annulare, G. applanatum, G. australe, G. bibadiostriatum, G. brownii, 

G. citriporum, G. chalceum, G. colossus, G. concinnum, G. curtisii, G. dorsale, G. 

elegantum, G. lobatoideum, G. lobatum, G. lucidum, G. multicornum, G. multiplicatum, 

G. multiplicatum var. vitalii, G. neurosporum, G. nitens, G. nitidum, G. oerstedii, G. 

opacum, G. orbiforme, G. parvulum, G. perturbatum, G. pygmoideum, “G. reniformis” 

[Elfvingia reniformis], G. resinaceum, G. sessile, G. sessiliforme, G. stipitatum, G. 

subamboinense, G. subfornicatum, G. testaceum, G. tornatum, G. tropicum, G. 

vivianimercedianum e G. zonatum (Torres-Torres et al., 2013). 
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2.1.1. Ganoderma sichuanense 

A espécie Ganoderma sichuanense (Figura 1) corresponde ao cogumelo medicinal 

considerado modelo de estudo e conhecido popularmente como Lingzhi na China. 

Durante muito tempo, foi erroneamente chamado de G. lucidum, uma espécie de 

ocorrência na Europa (Du et al., 2023). Outro problema taxonômico é relativo ao 

binômino G. lingzhi, o qual foi proposto e amplamente adotado, enquanto G. sichuanense 

ainda não tinha sido totalmente embasado taxonomicamente. Entretando, com base no 

conhecimento atual, tem-se recomendado priorizar o uso do epíteto específico G. 

sichuanense em publicações (Papp, 2024). 

Figura 1 – Basidioma do Ganoderma sichuanense (CC22) cultivado em laboratório. 

 
Fonte: Próprio autor 

G. sichuanense é uma espécie nativa do leste asiático, originalmente descrita na 

Provincia de Sichuan, em 1983, apresentando um píleo rugoso, com superfície verrugosa 

ou tuberculosa, além de poros de superfície amarelada quando jovem, tornando-se 

marrom ou preta quando machucada (Thawthong et al., 2017). Esse cogumelo tem sido 

cultivado há séculos na China, Japão, Coréia do Sul e regiões próximas, principalmente 

em função de seus benefícios medicinais, que incluem atividade antitumoral, redução da 

pressão arterial, antiviral, proteção hepática e antioxidante com ação antienvelhecimento 

(Li et al., 2023). 

Uma linhagem chinesa comercial de “G. lucidum”, denominada CC-22, foi 

coletada em 19/02/2004 e depositada no Banco de Germoplasma de Cogumelos para Uso 

Humano da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasília, DF, Brasil). O 

primeiro estudo a seu respeito foi relatado por Rolim (2009) em sua tese de doutorado, 
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na qual foram analisados aspectos fisiológicos, bioquímicos e moleculares da linhagem. 

Posteriormente, Rolim et al., (2011) avaliaram diferentes marcadores moleculares na 

diferenciação de linhagens brasileiras e chinesas de G. lucidum, constatando que a 

linhagem CC-22 apresentava divergência genética em relação à linhagem CC-63, também 

de origem chinesa, sendo até mesmo mais próxima às linhagens brasileiras.  

Em estudos referentes à viabilidade de cultivo, CC-22 tem se destacado por 

apresentar alta velocidade de crescimento, elevada eficiência biológica e alto rendimento 

de basidiomas (Rolim et al., 2014). Essas características são interessantes do ponto de 

vista industrial, uma vez que essa linhagem foi relatada também com potencial na síntese 

de polissacarídeos, como as β-glucanas, além de proteínas e compostos fenólicos (Rolim 

et al., 2020). 

Nos últimos anos, essa linhagem tem sido um dos tópicos de estudo do 

Laboratório de Cultivo de Fungos Comestíveis do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia, principalmente quanto ao seu potencial de bioconversão de resíduos 

amazônicos e síntese de moléculas bioativas, englobando todas as áreas de formação, de 

iniciação científica a doutorado. A partir disso, já é relatado o seu potencial na síntese de 

ligninases (lacases e peroxidases), celulases (endo e exoglucanases) e xilanases durante a 

fermentação de resíduos de semente de açaí e serragem de marupá (Chevreuil et al., 2022; 

Júnior et al., 2022). 

Sob a denominação de “G. lucidum”, a linhagem CC-22 foi objeto de estudo de 3 

dissertações na área de Biotecnologia. Pessoa (2022) analisou o perfil de metabólitos 

secundários dos basidiomas de CC-22, ao ser cultivada em resíduos regionais 

amazônicos, descrevendo um grande potencial na síntese de terpenoides e esteroides com 

alta habilidade quelante e potencial na inibição de proteases, incluindo a do Vírus da 

Imunodeficiência Humana tipo 1 (HIV-1), além de compostos fenólicos com alta 

atividade antioxidante através da inativação de espécies reativas. 

Vasconcelos (2022) descreveu o potencial da linhagem no processamento de 

resíduos agroindustriais e madeireiros, possibilitando a obtenção de enzimas 

ligninolíticas. Silva (2022), por sua vez, avaliou o crescimento da linhagem em diferentes 

meios de cultivo em placa de Petri e verificou alta taxa de velocidade de crescimento 

micelial em todos os meios de cultivo, além de sintetizar serino e císteinoproteases. 

Em cultivo submerso, a linhagem CC-22 demonstrou uma produção de biomassa, 

proteínas solúveis, proteases e inibidores de proteases dependente da composição do meio 
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de cultivo (concentração dos nutrientes), bem como da condição de incubação (sob 

agitação ou cultura estática). A partir desse estudo, o cultivo estático revelou-se como 

uma alternativa viável para a obtenção de biomassa rica em proteínas, apresentando 

atividade de enzimas proteolíticas, incluindo caseinolíticas e fibrinolíticas. Por outro lado, 

o cultivo sob agitação se mostrou mais promissor para a obtenção de inibidores de serino 

e císteinoproteases (Pessoa et al., 2023). 

Gouvêa (2023) em sua tese de doutorado, a partir do sequenciamento da região 

ITS (Internal Transcribed Spacer) e de análise filogenética, verificou que a linhagem CC-

22 correspondia à espécie G. sichuanense (=G. lingzhi). Essa descoberta corrobora com 

a literatura científica atual, que relata que G. lucidum é uma espécie de ocorrência na 

Europa e não na China. Assim, a partir desse momento, a linhagem passou a ser tradada 

por esse binômio. Posteriormente, CC-22 foi cultivada em diferentes resíduos 

lignocelulósicos amazônicos, evidenciando um grande potencial de deslignificação e 

enriquecimento do teor de nitrogênio no substrato pós-cultivo (Gouvêa et al., 2023). 

Apesar da rápida velocidade de crescimento evidenciada em estudos anteriores, o 

cultivo de G. sichuanense CC-22 em resíduos amazônicos não apresentou uma 

produtividade elevada. Porém, seus basidiomas demonstraram potencial nutracêutico 

significativo, devido ao alto teor de fibras e proteínas, além de minerais como potássio, 

fósforo, cálcio e selênio, variando conforme o substrato cultivado (Gouvêa et al., 2024). 

Além disso, a utilização de diferentes resíduos e soluções extratoras influenciou a 

recuperação de proteínas bioativas dos basidiomas, com os extratos aquosos apresentando 

alta atividade de inibição de serino e císteinoproteases, ao passo que a atividade 

proteolítica (caseinolítica e fibrinolítica) foi maior em soluções como Tris-HCl e fosfato 

de sódio (Chevreuil et al., 2025).  

Na fermentação submersa, G. sichuanense CC-22 apresentou um caldo 

fermentado rico em exopolissacarídeos, celulases, ligninases, xilanases e proteases. Essa 

fermentação também produziu uma biomassa micelial rica em compostos fenólicos e, 

consequentemente, em atividade antioxidante (Oliveira-Junior et al., 2024; Silva et al., 

2024). Contudo, informações referentes à produção de proteínas antioxidantes por essa 

linhagem e seus efeitos em modelos celulares ainda não estão disponíveis. 

2.1.2. Ganoderma sp. 1962 

Uma linhagem amazônica de Ganoderma foi coletada em um fragmento florestal 

localizado no campus I do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e isolada 
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no Laboratório de Cultivo de Fungos Comestíveis, sendo incorporada às linhagens de 

trabalho e identificada inicialmente como Ganoderma tropicum (Figura 2). No entanto, 

após a revisão dos dados morfológicos, juntamente com análises moleculares, confirmou-

se que essa linhagem se tratava de um Ganoderma, mas não a espécie inicialmente 

proposta. Assim, devido às limitações dos dados disponíveis na época, não foi possível 

chegar à identificação à nível de espécie, resultando na designação provisória Ganoderma 

sp. 1962, número referente ao seu depósito na Coleção de Microrganismos de Interesse 

Agrossilvicultural do INPA (Gouvêa, 2023). 

Figura 2 – Basidioma selvagem do Ganoderma sp. 1962. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Enquanto erroneamente denominada G. tropicum, a linhagem foi objeto de estudo 

de 3 dissertações de mestrado. Pessoa (2022) investigou o potencial dos metabólitos 

secundários presentes nos basidiomas de Ganoderma sp. 1962 em inibir proteases 

relevantes à saúde, destacando-se por uma maior inibição da protease do HIV-1, em 

comparação à linhagem comercial chinesa do cogumelo medicinal G. sichuanense CC-

22, apresentando, assim, potencial para atuar como adjuvante no tratamento de pessoas 

portadora do HIV.  

Vasconcelos (2022) descreveu a aptidão da linhagem 1962 no bioprocessamento 

de resíduos lignocelulósicos regionais amazônicos, possibilitando, ainda, a obtenção de 

enzimas celulolíticas e ligninolíticas, que são produtos de alto valor agregado e com 

grande potencial de aplicação industrial. Silva (2022), por sua vez, avaliou a influência 

de diferentes meios de cultura no crescimento micelial e na produção de proteases com 

aplicação farmacêutica, constatando o potencial dessa linhagem como fonte de enzimas 

caseinolíticas e fibrinolíticas. 
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Ganoderma sp. 1962, cultivado em resíduos lignocelulósicos amazônicos, 

aumentou em 142% o teor de nitrogênio nos substratos após o cultivo do fungo, além de 

reduzir o conteúdo de lignina em 48%, evidenciando um grande potencial de 

bioconversão (Gouvêa et al., 2023). Além disso, mesmo apresentando baixo rendimento 

de produção de cogumelos, os basidiomas apresentaram elevado teor proteico, exibindo 

valor de até 40,32% de proteína bruta, de acordo com o substrato utilizado no cultivo 

(Gouvêa et al., 2024). Proteínas bioativas pertencentes às classes de inibidores de tripsina, 

quimotripsina e papaína, além de proteases caseinolíticas, gelatinolíticas e fibrinolíticas 

foram detectadas nos basidiomas de 1962, apresentando variações na atividade em função 

do substrato de cultivo e da solução extratora utilizada, ressaltando o potencial dessa 

linhagem de Ganoderma na síntese de proteínas bioativas (Chevreuil et al., 2025). 

Na fermentação submersa de Ganoderma sp. 1962, embora tenha demonstrado 

uma produção inferior de exopolissacarídeos, revelou-se promissora no que se refere ao 

acúmulo de biomassa, quando comparado ao G. sichuanense CC-22 (Silva et al., 2024). 

Informações sobre a produção de proteínas bioativas a partir da fermentação submersa 

dessa linhagem ainda não estão disponíveis.  

2.2.Proteínas bioativas em cogumelos 

As proteínas bioativas são consideradas abundantes em cogumelos, sendo 

descritas como capazes de exercer atividades antitumorais, antivirais, antimicrobianas, 

imunomoduladoras e antioxidantes (Grienke et al., 2014). Essas macromoléculas fúngicas 

têm recebido grande atenção devido ao seu potencial como ingredientes ativos e à 

possibilidade de produção através de processos biotecnológicos in vitro (Li et al., 2019). 

Nesse contexto, as classes que recebem maior destaque devido ao seu potencial 

biotecnológico incluem as proteínas imunomoduladoras fúngicas (FIPs), proteínas 

ligantes de carboidratos (lectinas), enzimas e inibidores de proteases (Sousa; Araújo-

Rodrigues; Pintado, 2023). 

2.2.1. Proteínas imunomoduladoras fúngicas 

Proteínas imunomoduladoras fúngicas, do inglês Fungal immunomodulatory 

proteins (FIPs), são proteínas encontradas em cogumelos medicinais e comestíveis. Essas 

proteínas são caracterizadas por apresentarem baixa massa molecular (~13 kDa, 

geralmente 110-114 resíduos de aminoácidos), sequências de aminoácidos altamente 

conservadas (ricas em asparagina e valinas acetiladas), além de apresentar atividade 
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imunomoduladora, que é a sua característica mais proeminente (Sousa; Araújo-

Rodrigues; Pintado, 2023; Zhou et al., 2019). Atualmente, mais de 30 FIPs já foram 

isoladas de cogumelos, podendo ser encontrada mais de uma FIP em uma mesma espécie 

(Ejike et al., 2020).  

A notável capacidade imunomoduladora dessas proteínas tem sido associada à sua 

estrutura, composta por um dímero com estrutura em formato de halter, assemelhando-se 

à estrutura da região variável da cadeia pesada da imunoglobulina humana (IgVH). Nessa 

configuração, estão presentes as regiões determinantes de complementariedade que, 

juntamente com a região variável da cadeia leve, são responsáveis pela especificidade de 

ligação com o antígeno, desencadeando a resposta imunológica. Nesse sentido, a 

similaridade estrutural proporciona semelhanças funcionais, inclusive entre diferentes 

FIPs (Sousa; Araújo-Rodrigues; Pintado, 2023; Wang et al., 2012). 

Diversas FIPs são candidatas para o desenvolvimento de suplementos alimentares 

funcionais e/ou agentes terapêuticos, já tendo sido relacionadas com atividade 

antioxidante, antialérgica, anti-inflamatória, hemaglutinante, antitumoral e 

imunomoduladora. Essas proteínas atuam como ativadora de células T, estimulando a 

expressão de citocinas importantes, como IL-2, IL-3, IL-4, INF-γ, TNF-α, entre outras 

(Uribe-Echeverry; Lopez-Gartner, 2017; Yu et al., 2023). Ademais, devido ao seu 

potencial na regulação imune e supressão de tumores e doenças autoimunes, a literatura 

descreve essas proteínas como potenciais candidatas para o desenvolvimento de vacinas 

(Bastiaan-Net et al., 2013). 

Extraída do cogumelo Ganoderma lucidum, a FIP-glu (anteriormente conhecida 

como LZ-8) (Figura 3) foi a primeira proteína isolada dessa espécie e, também, a primeira 

FIP conhecida, sendo, portanto, a mais estudada (Bhardwaj; Misra, 2020). Nesse cenário, 

dentre os primeiros estudos com essa proteína, destaca-se a pesquisa de Tanaka et al., 

(1989), a qual, ao descreverem a sequência de aminoácidos dessa proteína, já relatavam 

sua similaridade com a imunoglobulina. Os autores sugeriram, então, que FIP-glu tenha 

relação com alguma proteína ancestral pertencente à superfamília das imunoglobulinas, 

indicando que a origem dessa família de proteínas poderia ser rastreada até os fungos. 
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Figura 3 – Estrutura tridimensional da FIP-glu. 

Fonte: Protein data bank (PDB) 

Diversos estudos descrevem o potencial da FIP-glu no desenvolvimento de 

medicamentos com baixa ou nenhuma toxicidade, podendo ser empregada para 

prevenção e tratamento de condições patológicas, especialmente aquelas envolvendo 

respostas imunológicas, como câncer, doenças autoimunes, osteoporose, dentre outras 

(Bhardwaj; Misra, 2020). Mais recentemente, Guo et al., (2023) destacaram o potencial 

dessa proteína como ingrediente bioativo em produtos cosméticos, uma vez que apresenta 

alta atividade antioxidante, induz a apoptose de células de melanoma e inibe a síntese de 

melanina, sendo comparável à vitamina C. 

Até o momento, foi descrita a síntese de FIPs por G. lucidum (FIP-glu/LZ-8), G. 

tsugae (FIP-gts), G. japonicum (FIP-gja), G. microsporum (FIP-gmi), G. applanatum 

(FIP-gap1 e FIP-gap2), G. atrum (FIP-gas), G. sinense (FIP-gsi), G. bonisense (FIP-gbo), 

G. amboinense (FIP-gam), G. tenus (FIP-gte) e G. capense (FIP-gca). Essas proteínas são 

compostas por 106 a 133 resíduos de aminoácidos, com massas moleculares variando de 

12 a 15 kDa, sendo ricas em resíduos de Asp e Val, e baixos níveis de His, Cys e Met. 

Essas proteínas também exibem alta homologia e quatro diferentes fragmentos de 

aminoácidos conservados (WGRG, DKAYTYRV, SDGSQK e AQWN), indicando a 

conservação durante a evolução do Ganoderma (Lin et al., 2022).  

Apesar da ampla ocorrência de FIPs em espécies de Ganoderma, o teor de FIPs 

em cogumelos é naturalmente baixo, rendendo, por exemplo de 5 a 10 mg de FIP-glu por 

300 g de micélio de G. lucidum (Kino et al., 1989). Dessa forma, visando sua aplicação, 

estudos têm se concentrado em avaliar diferentes condições de fermentação que possam 

aumentar a expressão, simplificar a purificação e, consequentemente, a recuperação 
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dessas proteínas, de modo a atender os requisitos de produção em nível industrial (Cong 

et al., 2014). 

2.2.2. Lectinas 

Lectinas (Figura 4) são proteínas de origem não-imune que possuem como 

principal característica a presença de sítios de ligação à sequencias de oligo e 

polissacarídeos, possibilitando uma interação altamente específica com polissacarídeos, 

glicanos, glicoproteínas e glicolipídios. Essas interações conferem às lectinas a 

capacidade de aglutinar eritrócitos sem alterar as propriedades dos carboidratos (Alvarez; 

Félix; Lemos, 2023). Contudo, essa classe de proteínas se distingue das FIPs por 

apresentar conjugação com carboidratos específicos em sua cadeia polipeptídica (Zhao et 

al., 2020). 

Estudos com essas proteínas já foram conduzidos em diversas classes e famílias 

de organismos, indicando que são macromoléculas amplamente distribuídas entre os seres 

vivos (Maliki et al., 2022). Nos cogumelos, as lectinas estão entre as proteínas mais 

estudadas, localizando-se, em sua grande maioria, de forma intracelular, apresentando 

ampla faixa de massa molecular (variando de 12 a 190 kDa), diversidade estrutural e, 

consequentemente, características físico-químicas diferenciadas (El-Maradny et al., 

2021). 

Figura 4 – Estrutura tridimensional da lectina POL isolada de Pleurotus ostreatus. 

 

Fonte: Protein data bank (PDB) 

A interação entre as lectinas e os glicanos da superfície celular viabiliza a sua 

aplicação em uma ampla gama de atividades, incluindo a tipagem sanguínea no sistema 



35  

ABO, carreamento de fármacos, marcadores moleculares de patógenos, desenvolvimento 

de fármaco antimicrobianos, antiparasitários e antivirais, além de anticânceres (Silva et 

al., 2020). Nesse contexto, é encontrada na literatura a descrição de lectinas de cogumelos 

com atividade imunoestimulante, antimicrobiana, antiproliferativa, antioxidante, dentre 

outras (Singh; Walia; Kennedy, 2020). 

Espécies do gênero Ganoderma como G. lucidum, G. adspersum, G. capense e G. 

applanatum já são relatados com a capacidade de sintetizar lectinas com grande variação 

de massa molecular (18-126 kDa), alta especificidade por diferentes carboidratos e 

estabilidade frente à diferentes condições de temperatura e pH (Li et al., 2019). 

Adicionalmente, além da atividade hemaglutinante, as lectinas de Ganoderma são 

relatadas por apresentar potencial imunomodulador e têm sido estudadas quanto às suas 

propriedades antivirais, anticâncer e antimicrobiana, bem como na modulação do sistema 

imune no tratamento de diversas doenças (Karunarathna et al., 2025). 

A síntese dessas proteínas é extremamente depende dos substratos, fase de 

crescimento e modo em que os cogumelos são cultivados (Davitashvili et al., 2008). 

Nesse contexto, a recuperação de lectinas da biomassa micelial obtida a partir do cultivo 

submerso é mais promissora em comparação ao basidioma, permitindo o controle do 

processo e a utilização de técnicas de indução da sua síntese (Nikitina; Loshchinina; 

Vetchinkina, 2017). À exemplo disso, Kumaran et al., (2017) conseguiram obter um alto 

rendimento de uma lectina de G. applanatum ao otimizar o meio de cultura líquido. 

2.2.3. Inibidores de proteases 

Inibidores de Proteases (IPs) (Figura 5) são proteínas encontradas em diversos 

organismos vivos, como animais, plantas e microrganismos, nos quais atuam na regulação 

da atividade de enzimas proteolíticas, prevenindo a proteólise indesejada (Cotabarren et 

al., 2020). Essas proteínas são classificadas, principalmente, quanto aos resíduos de 

aminoácidos que compõem o seu sítio ativo, como os inibidores de serinoproteases, 

císteinoproteases etc. (Singh et al., 2020). 
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Figura 5 – Inibidor de protease de Coprinopsis cinerea. 

 

Fonte: Protein data bank (PDB) 

Os IPs também podem ser classificados em famílias, conforme a sua sequência de 

aminoácidos (estrutura primária), ou clãs, segundo a sua estrutura tridimensional 

(estrutura terciária) (Rawlings et al., 2018). Entre esses, as famílias serpinas, 

fitocistatinas, inibidores do tipo Kunitz (KTIs), inibidores de Bowman-Birk (BBIs), 

inibidores bifuncionais de α-amilase-tripsina etc. têm ganhado destaque devido ao 

potencial de aplicação no tratamento do câncer, patologias neurodegenerativas e 

distúrbios autoimunes (Gitlin-Domagalska; Maciejewska; Dębowski, 2020). 

Os IPs têm sido descritos nos processos de reparação tecidual, defesa contra 

infecção, coagulação sanguínea, câncer, epilepsia, dentre outras condições patológicas, 

garantindo uma vasta aplicação no campo da biotecnologia (Shamsi; Parveen; Fatima, 

2016). Além disso, considerando que essas proteínas possuem, em geral, alto conteúdo 

de resíduos de cisteína, na forma de pontes de dissulfeto, observa-se uma alta resistência 

ao tratamento térmico, às condições de pHs extremos, forças iônicas e proteólise, 

favorecendo sua aplicação industrial (Cotabarren et al., 2020). 

Novos IPs têm sido descobertos a partir de fontes microbianas, como bactérias e 

fungos, cuja atenção deve-se, principalmente, à maior facilidade de recuperação dessas 

proteínas, em comparação a outros organismos (Dunaevsky et al., 2014). Além disso, os 

fungos, de maneira singular, representam uma fonte enorme e pouco explorada de 

inibidores de proteases que, apesar da versatilidade, características únicas e novos 

mecanismos inibitórios, apresenta apenas uma pequena parcela de IPs caracterizados 

(Sabotič; Kos, 2015). 
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Em cogumelos, os IPs, assim como as lectinas, são descritos como proteínas que 

participam do sistema de defesa inato contra predadores e parasitas (Sabotič; Ohm; 

Künzler, 2016). Nesses organismos, é relatada, de forma predominante, a presença de 

inibidores do tipo Kunitz, que pertencem ao grupo das micosporinas e apresentam massa 

molecular estimada em cerca de 16 kDa (Burchacka; Pięta; Łupicka-Słowik, 2022). 

 Um inibidor de proteinase aspártica, com alta atividade de inibição frente à 

proteinase A, foi isolado do caldo fermentado de G. lucidum, sendo uma glicoproteína 

com massa molecular de 38 kDa e alta estabilidade térmica, reportada como possuindo 

alto potencial como estabilizante na indústria alimentícia (Tian; Zhang, 2005). Ademais, 

inibidores de serino (tripsina e quimotripsina) e cisteínoproteases (papaína) também são 

descritos na literatura científica como presentes na biomassa micelial e basidiomas de G. 

sichuanense e do isolado amazônico de Ganoderma sp. 1962, cujo potencial aplicação 

farmacológica é destacada pelos autores (Chevreuil et al., 2025; Pessoa et al., 2023). 

2.2.4. Enzimas antioxidantes 

Além das proteínas que exercem atividade antioxidante por meio de mecanismos 

inespecíficos, existem as proteínas antioxidantes de caráter enzimático, que atuam através 

de mecanismos específicos, como superóxido dismutases (SOD), catalases (CAT), 

peroxidases (POD) e glutationa peroxidases (GPx) (Pour-Aboughadareh et al., 2020). 

Essas enzimas são produzidas por diversos organismos, já sendo relatadas em cogumelos 

como G. lucidum e G. applanatum (Nimse; Pal, 2015). 

SOD é uma metaloenzima considerada como o antioxidante enzimático mais 

efetivo, pois, na presença excessiva do ânion superóxido altamente reativo (O2
•–), 

promove a conversão deste em peróxido de hidrogênio menos agressivo (2O2
•– + 2H+ → 

2H2O2 + O2), configurando-se como um agente citoprotetor frente aos efeitos tóxicos 

decorrentes de EROs. Com base nisso, na sequência, as enzimas CAT, POD e GPx podem 

atuar decompondo-o à água e oxigênio (2H2O2 → 2H2O + O2) (Demirci-Çekiç et al., 

2022; Huang et al., 2023). 

Estudos sobre a suplementação de SOD por diferentes vias de administração têm 

demostrado, através de modelos celulares e animais, sua capacidade de atuação frente à 

diferentes condições patológicas, aumentando a defesa antioxidante do organismo e 

apresentando efeito citoprotetor frente à apoptose induzida quimicamente, contribuindo, 

assim, para a mitigação de processos inflamatórios (Stephenie et al., 2020). Já a 

administração de CAT, conforme relatado em estudos com modelos animais, demonstrou 
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capacidade de aumentar a defesa antioxidante tanto da mãe quanto do feto, além de 

diminuir a taxa de restrição de crescimento intrauterino (RCIU) (Guo et al., 2022). 

Em ratos hiperlipidêmicos expostos à radiação gama, a suplementação com 

peroxidases foi capaz de melhorar distúrbios na glicose, perfil lipídico sérico, atividade 

de transaminases, amenizar reduções nos níveis de proteínas totais e albumina, além de 

normalizar alterações histopatológicas dos tecidos renais e hepáticos (Hanafy; Mansour; 

Hedayat, 2006). Assim, ressalta-se a atividade indispensável dessas enzimas, sendo a 

suplementação proveniente de fontes exógenas considerada uma trend no combate aos 

efeitos do estresse oxidativo no corpo humano (Bratovcic, 2020). 

É importante ressaltar que, a produção dessas enzimas é dependente do aumento 

nas espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, decorrente de estresses bióticos ou 

abiótico, que levam a alterações na expressão de genes relacionados ao sistema de defesa 

(Espinosa-Vellarino et al., 2024). Assim, diversas estratégias têm sido avaliadas visando 

elucidar os mecanismos responsáveis pela resposta fúngica em condições de estresse 

oxidativo (Chen et al., 2024). 

À exemplo disso, Wang et al., (2011) relatam a produção das enzimas CAT e SOD 

por G. lucidum, com variações de atividade dependendo da qualidade de luz empregada 

durante o seu crescimento micelial. Maciel et al., (2013) relatam também a variação na 

atividade de CAT e SOD após exposição da biomassa micelial de G. lucidum ao herbicida 

Picloram. Guo et al., (2016), por sua vez, relatam uma maior expressão das enzimas CAT, 

SOD e POD após exposição da biomassa micelial de G. lucidum a cádmio. 

2.2.5. Proteínas de choque térmico 

Proteínas de choque térmico, do inglês Heat-Shock Proteins (HSP), ou também 

chamadas proteínas de estresse, são sintetizadas por todos os organismos e em todos os 

tipos celulares, sendo abundantes e altamente conservadas (Hagymasi; Dempsey; 

Srivastava, 2022). Essas proteínas são indispensáveis aos organismos e apresentam como 

característica serem redox-sensíveis, com sua expressão regulada por variações 

ambientais, como estresse oxidativo, choque térmico, radiação UV, metais pesados etc. 

(Agnew; Watson, 2006). 

Em condições fisiológicas, as HSPs estão envolvidas em diversos processos 

biológicos, dentre os quais têm-se o dobramento e tráfego de proteínas, montagem e 

desmontagem de complexos proteicos, dentre outros, desempenhando, portando, um 

papel crucial na proteostase corporal (Zininga; Ramatsui; Shonhai, 2018). Em condições 
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de estresse ambiental, a síntese das HSPs é altamente regulada de forma positiva, uma 

vez que atuam protegendo as células contra danos letais e evitando a propagação do dano 

(Multhoff; Hightower, 2011). 

As HSPs são classificadas 6 famílias diferentes com base em sua massa molecular, 

apresentando vários membros com alta similaridade em suas sequências, sendo elas: 1) 

HSPs pequenas (sHSPs), com massa molecular de 12 a 40 kDa; 2) HSP40; 3) HSP60; 4) 

HSP70; 5) HSP90; e 6) HSPs grandes, com 100 à 110 kDa (Bolhassani; Rafati, 2008). 

Nesse contexto, estudos têm relacionado o tamanho à sua localização nos compartimentos 

celulares, sendo que os que apresentam menor massa (sHSP e HSP40) são 

predominantemente encontrados no citosol, ao passo que as de maior dimensão podem 

ser localizadas também no retículo endoplasmático e mitocôndria (Colaco et al., 2013). 

Além da massa molecular e localização celular, diferenças quanto à estrutura 

também são observadas. Por exemplo, as HSP70 apresentam-se, em sua maioria, na forma 

de um monômero, as HSP90 como um homodímero e as HSP60 com dois anéis 

heptaméricos empilhados, que formam uma cavidade para o dobramento de proteínas 

(Moyle, 2017). As sHPSs, em particular, compartilham uma estrutura comum, composta 

de três regiões, o domínio α-cristalino (ACD), uma região N-terminal flexível e não 

conservada (NTR), e uma região C-terminal. O ACD geralmente apresenta uma dobra β-

sanduíche semelhante à imunoglobulina (Dahiya; Buchner, 2019). 

Essas proteínas possuem caráter intracelular, porém, em situações específicas, 

podem ser liberadas para o ambiente extracelular. Nesse contexto, exercem funções 

relevantes em mecanismos imunológicos, como a indução de respostas pró-inflamatórias 

e a apresentação de antígenos intracelulares às células do sistema imune, atuando como 

mediadoras na ativação das células apresentadoras de antígenos (Calderwood; Gong; 

Murshid, 2016). Dessa forma, embora seja uma classe de proteínas altamente conservada 

ao longo da evolução, a similaridade estrutural das HSPs não implica, necessariamente, 

em funções similares em diferentes organismos (Tutar; Tutar, 2010). 

HSPs produzidas por fontes microbianas, com destaque para as sHSPs, são 

descritas por apresentarem diversas aplicabilidades biotecnológicas, uma vez que são 

capazes de atuar sobre diversos substratos, sem depender necessariamente de ATP 

(adenosina trifosfato) ou cofatores, podendo aumentar a estabilidade e melhorar a 

qualidade de produtos proteicos (Guzzo, 2012). Assim, representam uma alternativa 
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promissora para o desenvolvimento de processos e/ou produtos nas áreas de proteômicas, 

nanobiotecnologia e bioprocessos (Han; Yun; Lee, 2008). 

Estudos de transcriptômica e proteômica de cogumelos têm demonstrado a 

hiperexpressão de HSPs em condições de estresse, indicando que desempenham um papel 

vital na sua sobrevivência em condições adversas (Luo et al., 2021). Tal como Zhang et 

al., (2016), ao avaliar a resposta do micélio de G. lucidum após exposição a 42 ºC, 

verificaram um aumento na expressão de HSP17,4 e HSP22, principalmente, além de 

HSP70 e HSP90, em menor quantidade. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Liu et al., (2017) ao analisar a 

biomassa micelial de G. lucidum exposta à 42 ºC, após 5 dias de fermentação, indicando 

ser uma espécie modelo para o estudo de mudanças ambientais e como estas regulam o 

crescimento e desenvolvimento de basidiomicetos. Liu et al., (2018) descrevem que, 

durante o estresse térmico, ocorre a geração de espécies reativas de oxigênio que atuam 

como mediadores na expressão de HSPs, na biossíntese de ácido ganodérico e levam a 

mudanças na ramificação das hifas. 

Cai et al., (2023) avaliaram a expressão de proteínas por G. lingzhi após estresse 

térmico e identificaram 34 chaperonas, incluindo seis HPS20s, sete HSP70s e duas 

HSP90s, sendo as HPS20s as mais responsivas ao calor. Wang et al., (2023), por sua vez, 

relatam que as HSPs desempenham papel fundamental na resposta de G. lingzhi à 

infecção por Trichoderma hengshanicum, cuja regulação negativa aumenta a 

suscetibilidade por parte do Ganoderma, compondo, assim, uma via de defesa importante. 

2.2.6. Potencial de mercado das proteínas bioativas de cogumelos 

Relatórios de mercado têm destacado o crescimento do mercado de cogumelo 

medicinais, com um aumento estimado de US$ 5,94 bilhões, com CAGR de 9,96% de 

2022 a 2027 (Martinez-Burgos et al., 2024). Nesse contexto, destacam-se os produtos à 

base de Reishi (Ganoderma sichuanense = G. lingzhi), além dos fármacos à base de 

cogumelos já disponíveis comercialmente, como coriolanas, krestinas, letinanas, 

schizophyllanas, dentre outros (Niego et al., 2021). 

A produção anual da indústria de Ganoderma é estimada em US$ 2,5 bilhões, 

além do grande interesse por parte da pesquisa acadêmica (Zhou et al., 2024). Desse 

montante, apenas 15-20% do total do mercado é referente a produtos à base de biomassa 

micelial ou caldo fermentado de Ganoderma (Matijašević; Sknepnek, 2024).  
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Entre as formas de comercialização de produtos à base de Ganoderma, encontram-

se cápsulas, chás, comprimidos, líquidos de ingestão oral, extratos alcoólicos e aquosos, 

além da vasta utilização em cosméticos, como hidratantes, máscaras, bases líquidas ou 

em pó, xampus, cremes reparadores de pele e protetores solares (Galappaththi et al., 2024; 

Swallah et al., 2023). Nesse sentido, os compostos bioativos de Ganoderma estão entre 

os mais requisitados no mercado global contemporâneo (Kozarski; Vunduk, 2024). 

2.3.Complexos proteína-metabólitos 

Em sistemas biológico, interação moleculares das proteínas com proteínas 

distintas, lipídeos, ácidos nucleicos, compostos fenólicos, carboidratos e/ou outra 

moléculas de baixa massa molecular também é um fator determinante na modulação da 

sua atividade (Morris; Black; Stollar, 2022). Dessa forma, análises envolvendo proteínas 

tornam-se complexas devido à contaminação com compostos fenólicos, terpenos, 

pigmentos, carboidratos e outras substâncias (Wu et al., 2014). 

2.3.1. Complexos proteína-fenol 

Compostos fenólicos são capazes de formar ligações reversíveis ou irreversíveis 

com proteínas, devido ao fato de serem facilmente oxidados, uma vez que são excelentes 

doadores de prótons, formando ligações de hidrogênio com o grupo carboxila das 

proteínas. Contudo, uma alta afinidade entre um composto fenólico e uma proteína só é 

observado se ele for pequeno o suficiente para penetrar as regiões interfibrilares das 

proteínas e grande o suficiente para formar redes de ligação em mais de um ponto da 

cadeia peptídica (Ozdal; Capanoglu; Altay, 2013). 

A interação química entre proteínas e compostos fenólicos pode ser mediada por 

meio de ligações não-covalentes incluindo pontes de hidrogênio, ligações de van der 

Walls e interações iônicas hidrofóbicas, caracterizando ligações fracas e de caráter 

reversível que são posteriormente estabilizadas por ligações de hidrogênio (Jakobek, 

2015). Contudo, ligações covalentes também podem ocorrer, levando ao crosslinking 

proteico. Nesses casos, fatores como o tipo de composto fenólico, tipo de proteína, pH e 

temperatura podem influenciar na formação das ligações (Li et al., 2021).  

A formação de complexos proteína-fenol pode levar a modificações nas 

propriedades funcionais e fisiológicas das proteínas, incluindo capacidade antioxidante 

dessas moléculas, podendo ocorrer o aumento ou a diminuição dessa atividade, além dos 

possíveis efeitos sinérgicos (Guan et al., 2021). Além disso, as propriedades de 
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processamento, como solubilidade, emulsificação, gelificação e alergenicidade podem ser 

alteradas, em comparação à proteína nativa, levando os complexos proteína-fenol a 

receberem mais atenção nos últimos anos (Schild et al., 2023). 

Em estudos envolvendo as propriedades funcionais destes complexos é relatado 

que os compostos fenólicos servem como uma barreira química, evitando a ação direta 

de oxidantes sobre os aminoácidos, bem como uma barreira física, aumentando a 

estabilidade da cadeia (Lin et al., 2023). No que diz respeito à atividade antioxidante, a 

interação proteína-fenol pode mascarar a atividade antioxidante dos compostos fenólicos, 

permitindo associar a atividade antioxidante às proteínas ou às propriedades decorrentes 

da formação do complexo (Jakobek, 2015). 

2.3.2. Complexos proteína-carboidratos 

No contexto da indústria farmacêutica, proteínas terapêuticas apresentam um 

desafio quanto à manutenção da sua estabilidade em períodos prolongados, 

principalmente no caso de formulações líquidas que necessitam de refrigeração (2–8 ºC) 

durante o transporte e armazenamento. Dentre as estratégias empregadas, a secagem de 

proteínas na presença de açúcares, através de técnicas como a liofilização, tem se 

destacado, uma vez que aumentam a sua estabilidade, protegendo contra desidratação, 

congelamento e estresse térmico (Mensink et al., 2017). 

A glicosilação enzimática ocorre naturalmente em meios contendo altas 

concentrações de açúcares redutores, resultando na modificação de proteínas durante o 

processo de produção, extração e armazenamento, sendo observada tanto em formulações 

líquidas quanto liofilizadas de proteínas terapêuticas (Zhang et al., 2009). Esse processo 

resulta em alterações na carga, na capacidade de interação com alvo e nas taxas de 

degradação das proteínas e, consequentemente, modifica a atividade biológica dessas 

moléculas (Quan et al., 2008). 

A formação desses complexos inicia com uma reação de condensação do grupo 

carbonila dos açúcares redutores com grupos amina dos aminoácidos, o qual é 

desprotonado, formando uma N-glicosilamina e liberando uma molécula de água. Essa 

reação ocorre mais comumente no grupo ε-amino de resíduos de lisina, contudo, também 

podem ocorrer, em menor extensão, nos grupos imidazol dos resíduos de histidina, indol 

dos resíduos de triptofano e guanidil dos resíduos de argininas (Oliveira et al., 2016).  

A formação de ligações covalentes entre essas classes de moléculas compreende 

apenas a fase inicial do que é conhecido como reação de Maillard, a qual, dependendo 
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das condições da reação, pode progredir até a formação das melanoidinas (polímeros 

nitrogenados ou co-polímeros de coloração marrom) em sua fase final (Wang; Qian; Yao, 

2011). Essa classe de moléculas tem sido associada a uma variedade de atividades 

biológicas, incluindo antiobesidade, antibacteriana, moduladora da microbiota intestinal 

e antioxidante, com destaque para sua habilidade quelante, sendo considerada, portanto, 

um ingrediente funcional e o futuro dos nutracêuticos (Shaheen et al., 2022). 

2.4. Fermentação submersa de cogumelos visando a produção de proteínas 

O cultivo submerso, também chamado de fermentação submersa, pode definido 

como o processo de crescimento de microrganismos na presença de água, utilizando um 

substrato líquido contendo fontes de carbono, nitrogênio e micronutrientes (Majumder et 

al., 2024). Essa técnica de cultivo destaca-se por possibilitar um alto controle sobre os 

parâmetros de cultivo, como o teor de oxigênio dissolvido, pH, temperatura, dentre outras 

variáveis, possibilitando a obtenção de altas concentrações do produto desejado, 

favorecendo sua aplicação em escala industrial (Sun; Shahrajabian; Lin, 2022). 

Devido ao controle dos parâmetros de cultivo, esta técnica tem se destacado em 

relação à produção de basidiomas por cultivo sólido, principalmente no âmbito da 

obtenção de compostos bioativos a partir desses cogumelos (Bakratsas et al., 2023). 

Dentre os fatores que contribuem para a sua utilização, tem-se a incorporação de 

componentes específicos no meio de cultura e a expressiva diminuição do tempo de 

cultivo, além do aumento no rendimento de biomassa micelial e compostos bioativos 

quando em condições otimizadas (Lu et al., 2020). 

Espécies do gênero Ganoderma, por exemplo, são raramente encontradas da 

natureza e os indivíduos encontrados não são o suficiente para cobrir as necessidades 

comerciais, necessitando do desenvolvimento de novos métodos de cultivo que atendam 

às demandas de mercado (Hassan; Al-Qiassi, 2022; Rahangdale; Wankhade, 2023). Nesse 

contexto, a produção de biomassa micelial de Ganoderma em fermentação submersa é 

uma alternativa para suprir as necessidades do mercado, onde a definição de condições 

de cultivo é um fator determinante no aumento de escalas de produção (Hsu; Cheng, 

2018). 

2.4.1. Parâmetros que afetam o crescimento fúngico e a síntese de proteínas 

O cultivo submerso de macrofungos pode ser afetado por diversos parâmetros 

como nutrientes que compõem o meio de cultura, temperatura, pH, taxa de aeração, 
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volume de inóculo, forças de cisalhamento, dentre outros (Hamza et al., 2024). Esses 

parâmetros devem proporcionar condições bioquímicas e físico-químicas para que a 

fermentação seja favorável à síntese de produtos de interesse, seja a própria biomassa ou 

metabólitos específicos (Rosales-López et al., 2022). 

A fonte de carbono nos meios de cultura, presente na forma de carboidratos, ácidos 

orgânicos, lipídeos, entre outros, é crucial para o crescimento celular e a eficiência na 

síntese de produtos microbianos, sendo a glicose a preferida pela maioria dos 

microrganismos (Ma et al., 2024). A eficiência do cultivo de cogumelos, como 

Ganoderma lucidum, em fermentação submersa utilizando glicose como fonte de carbono 

já é relatada, com concentração desse nutriente sendo responsável por variações na síntese 

de moléculas como triterpenoides, polissacarídeos e proteínas (Fang; Zhong, 2002; 

Pessoa et al., 2023). 

A fonte de nitrogênio, por sua vez, pode ser de origem orgânica, como peptona e 

extrato de levedura, ou inorgânica, como cloreto e sulfato de amônio, impactando 

diretamente no crescimento microbiano e produção de metabólitos (Shi et al., 2015). O 

tipo e concentração desse nutriente também é um fator decisivo na produção de biomassa 

e moléculas como polissacarídeos, triterpenos e proteínas durante a fermentação 

submersa de espécie de Ganoderma (Feng et al., 2019; Pessoa et al., 2023; Suberu et al., 

2013). 

No cultivo submerso, a agitação é utilizada como um mecanismo de transferência 

de massa de oxigênio, além de atuar na homogeneização de nutrientes presentes no meio 

de cultura, promovendo o balanço entre o teor de O2 dissolvido e o metabolizado 

(Scargiali et al., 2014). Em sistemas onde o controle de taxas de aeração não é possível, 

a agitação é responsável também pela dissolução de CO2 acumulado durante o 

metabolismo microbiano, evitando o aumento da pressão hidrostática e alterações 

metabólicas (Amanullah; Buckland; Ninos, 2003). 

A agitação também impacta significativamente na morfologia, crescimento e 

produtos formados, uma vez que gera forças de cisalhamento que afetam a estrutura das 

hifas fúngicas, podendo levar à diferentes respostas fisiológicas (Dudekula; Doriya; 

Devarai, 2020). Devido as forças mecânicas geradas pela agitação, o micélio 

frequentemente apresenta crescimento esférico, formando aglomerados e/ou pellet, que 

podem apresentar variações de tamanho em decorrência das condições reológicas no meio 

de cultivo. Além disso, à medida que o tamanho dos pellets aumenta, a difusão de 
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nutrientes e oxigênio para o centro dos pellets pode tornar-se restrito (Berovic; Podgornik, 

2019). 

Em cultivos estáticos, devido à concentração de CO2 no ambiente, o micélio tende 

a formar uma fina camada de hifas sobre o substrato em busca de oxigênio, tornando-se 

mais vigoroso ao logo do período de cultivo. Assim, a transferência de massa de oxigênio 

ocorre apenas na superfície livre do fermentador (Scargiali et al., 2014; Whabi; Yu; Xu, 

2024). Embora essa condição seja restritiva para o suporte respiratório fúngico, estudos 

com G. lucidum relatam que o cultivo estático possui potencial igual ao cultivo agitado 

para a produção de biomassa, além de possibilitar um material rico em proteína, em 

comparação ao cultivo sob agitação, possivelmente devido à ausência de forças de 

cisalhamento que levam ao extravasamento do conteúdo celular (Kachrimanidou et al., 

2023; Pessoa et al., 2023). 

Parâmetros de fermentação, como idade e quantidade do inóculo, componentes do 

meio de cultivo, adição de componentes exógenos, oxigênio dissolvido, velocidade e tipo 

de agitação, pH, temperatura etc., podem afetar a formação de pellets e a morfologia 

fúngica (Lu et al., 2024). A morfologia fúngica em fermentação submersa é 

frequentemente classificada em: (1) micélios dispersos com filamentos curtos, (2) 

micélios algodonosos com rede micelial difusa, (3) agregados miceliais em padrão 

entrelaçados, (4) crescimento peletizado com centro compacto e superfície peluda, e (5) 

pellet compacto com estrutura esférica nítida e superfície externa lisa (El Enshasy, 2022).  

As diferentes morfologias podem influenciar também o processo de cultivo, uma 

vez que alteram a viscosidade do caldo de cultivo e, consequentemente, a 

homogeneização dos seus componentes, podendo acarretar maiores custos no processo 

downstream (Böl et al., 2021). Portanto, a análise da morfologia se torna de grande 

importância em bioprocessos, uma vez que a síntese dos produtos de fermentação, seja a 

própria biomassa ou biomoléculas específicas, estão intrinsecamente relacionadas a uma 

morfologia fúngica específica (Kelly et al., 2006). Em decorrência disso, a área 

denominada engenharia morfológica tem emergido como uma tendência em 

bioprocessos, estabelecendo conexões entre diferentes áreas de conhecimento (Meyer et 

al., 2021). 

2.4.2. Cultivo submerso em condições de estresse 

A fermentação submersa, por si só, caracteriza-se como uma condição de cultivo 

estressante para os fungos, uma vez que são organismos altamente aeróbicos na natureza 
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e, consequentemente, podem ser exigentes quanto aos níveis de oxigênio (Li et al., 2011). 

Durante esse processo, a agitação é responsável pelo aumento do oxigênio dissolvido no 

microambiente (El-Enshasy, 2007) e a ausência desse mecanismo, no caso de culturas 

estáticas, pode levar ao acúmulo de espécie reativas de oxigênio advindas do próprio 

metabolismo (Bai; Harvey; McNeil, 2003). 

Pesquisas com cultivo fúngico em estresse oxidativo tem sido associado a maior 

atividade proteolítica e acúmulo de proteínas na biomassa (Li; Harvey; McNeil, 2009). 

No cultivo estático de G. lucidum, por exemplo, a oxigenação é um fator de grande 

importância e a geração de EROS durante a fermentação leva à indução da expressão de 

genes das vias de biossíntese de moléculas antioxidantes (Zhang; Tang; Zhong, 2010). Da 

mesma forma, o estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio (H2O2) no cultivo 

submerso dos macrofungos Antrodia camphorata e A. cinnamomea, tem se mostrado 

como uma alternativa para o aumento da produção de metabólitos de interesse 

farmacológico (Hu et al., 2020; Xia et al., 2017). 

A tensão de cisalhamento, intrínseca ao cultivo submerso sob agitação e/ou 

aeração, também se caracteriza como uma condição de estresse para o fungo, afetando 

características morfológicas, como o comprimento da hifa e o tamanho e a forma dos 

pellets (Kelly et al., 2006). Em decorrência dessas condições particulares do cultivo 

submerso, o metabolismo fúngico é alterado de modo a possibilitar o acesso às proteínas 

pouco ou mesmo não-expressas nos basidiomas, como relatado em trabalhos com G. 

lucidum, nos quais foram observadas bandas proteicas nos caldos fermentados e biomassa 

miceliais que não eram presentes no basidioma de uma mesma linhagem (Sa-ard et al., 

2015; Sarnthima; Khammaung; Sa-ard, 2017). 

A modulação do metabolismo fúngico em resposta às condições de cultivo surge 

como uma abordagem promissora para a síntese de novas moléculas de interesse 

industrial. Assim, em vez de recorrer ao enriquecimento do meio com componentes 

específicos e que encarecem o processo, esse processo permite que o uso de meios basais 

de cultivo seja suficiente, estimulando a produção dos compostos de interesse como 

resultado das respostas de defesa do microrganismo (Arshadi; Nouri; Moghimi, 2023; 

Dudekula; Doriya; Devarai, 2020; Pham et al., 2019). 

Outras condições de estresse abiótico incluem o estresse salino, o qual acarreta o 

desbalanço na homeostase osmótica e, em virtude disso, pode afetar o desenvolvimento 

de diversos organismos, como os cogumelos basidiomicetos, os quais apresentam alta 

sensibilidade frente ao cloreto de sódio (NaCl) (Pyeon et al., 2022). Essa condição é 
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descrita como limitante ao crescimento fúngico de G. lucidum, cuja concentração de 0,2 

M de NaCl é capaz de inibir o desenvolvimento micelial em, aproximadamente, 34,3% 

(Qiao et al., 2023). 

É importante ressaltar que a adição de sais em baixas concentrações tem se 

mostrado uma estratégia eficiente na indução de produtos da fermentação, como no 

trabalho de Mahmoud, Mohamed e Abd Elzaher (2007), no qual ao cultivo de G. 

resinaceum em fermentação submersa estática, utilizando meio GYP (Glicose, Extrato de 

levedura e Peptona) suplementado com 35 mM de NaCl, obteve um aumento na produção 

de biomassa fúngica, sem impactos negativos no seu teor proteico. Xu, Xia e Zhong 

(2013), por sua vez, descreveram que a suplementação com 100 mM de NaCl no início 

do cultivo é capaz de aumentar a produção de ácidos ganodéricos por G. lucidum 

cultivado em fermentação submersa estática, sem impactar a produção de biomassa, 

sendo uma estratégia simples e eficiente para a obtenção dessas moléculas. 

O estresse térmico é o fator abiótico mais preocupante, devido aos seus impactos 

negativos na integridade da membrana celular, estabilidade proteica, reações enzimáticas 

e estrutura citoesquelética, inibindo o crescimento micelial e a ramificação das hifas (Liu 

et al., 2017). A resposta fúngica à essa condição envolve a síntese de diversas moléculas 

que atuam como um sistema de proteção, geralmente atuando em conjunto com enzimas 

essenciais, mantendo-as funcionais (Tan et al., 2018). 

O estresse senescente é outra condição que pode ser observada durante a 

fermentação submersa fúngica, especialmente quando se utiliza meios de cultura simples 

por longos períodos de incubação (Dias et al., 2021). A limitação no conteúdo de 

nutrientes atua como um fator que favorece a síntese de diferentes metabólitos, com 

destaque para os antioxidantes (Chakraborty; Majumdar; Bhowal, 2021). Essa condição 

leva também ao acúmulo de diversas moléculas no micélio, o que não ocorreria em 

condições fisiológicas normais, e, por conta disso, tem sido considerada promissora como 

fonte de biomassas ricas em proteínas (Hameed et al., 2017). 

Em cogumelos, a restrição nutricional tem sido relatada como um mecanismo de 

indução do desenvolvimento micelial e, no caso do cultivo sólido, desencadeamento da 

frutificação (Letti et al., 2018). Essa condição estimula fatores de transcrição associados 

à escassez de nutrientes, regulando positivamente genes biossintéticos de aminoácidos, 

transportadores de aminoácidos, aminoacil-tRNA sintetase e proteínas transportadoras, 

de forma a modular a homeostase nutricional e, através da via de sinalização de EROs, 

aumenta a expressão de antioxidantes em G. lucidum (Lian et al., 2021). Diante do 
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supracitado, estudos visando o emprego de condições estressantes torna-se promissor 

para aumento no rendimento de produtos de interesse biotecnológico, particularmente 

proteínas e antioxidantes. 

2.5. Proteínas de cogumelos como candidatas terapêuticas em infecções virais 

Nos últimos anos, diversos estudos têm demonstrado o potencial terapêutico de 

proteínas de cogumelos no contexto de infecções virais. À exemplo disso, destaca-se a 

proteína imunomoduladora fúngica isolada de Ganoderma microsporum (FIP-gmi) 

descrita como um antiviral de amplo espectro por apresentar atividade frente a diferentes 

cepas do vírus Epstein–Barr (EBV) em células epiteliais e linfócitos B primários. Efeito 

esse que está relacionado à capacidade da proteína de se ligar ao receptor epitelial EphA2, 

interrompendo a fusão viral, mecanismo que também foi demonstrado frente ao vírus 

herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e ao coronavírus da síndrome respiratória aguda grave tipo 

2 (SARS-CoV-2) (Ho et al., 2022; Vo et al., 2025). 

Lectinas de diversos cogumelos comestíveis e medicinais também apresentam 

atividade antiviral, atuando principalmente pela inibição de enzimas virais, como a 

transcriptase reversa (RT) do Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1 (HIV-1), e pela 

ligação a glicanos presentes nas glicoproteínas do envelope viral, bloqueando o 

reconhecimento de receptores e correceptores envolvidos na adesão e entrada do vírus 

nas células hospedeiras. Além da ação antiviral direta, algumas lectinas, como as isoladas 

de Pleurotus ostreatus, exercem atividade imunomoduladora e podem atuar como 

adjuvantes vacinais, estimulando células apresentadoras de antígenos, linfócitos T e B e 

aumentando a produção de anticorpos específicos, potencializando as respostas imune 

humoral e celular às vacinas (El-Maradny et al., 2021; Seo; Choi, 2021; Zhang; Zhang; 

Ling, 2022).  

Enzimas oxidativas também tem apresentado atividade antiviral em modelos in 

vitro. À exemplo disso, uma lacase de 58 kDa isolada de Pleurotus ostreatus foi capaz de 

inibir tanto a entrada quanto a replicação do HCV (M EL-Fakharany et al., 2010).  Da 

mesma forma, um extrato semipurificado rico em tirosinase obtido de Agaricus bisporus 

também inibiu a replicação do HCV em modelos celulares (Lopez-Tejedor et al., 2021). 

Além disso, extratos enriquecidos em lacases de Lentinus sp. e Ganoderma sp. 

interferiram no ciclo replicativo do HIV-1 por meio da inibição da transcriptase reversa, 

apresentando atividade semelhante à observada para a azidotimidina (AZT) (Flórez-

Sampedro et al., 2016). 
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Além da atividade antiviral direta, proteínas de cogumelos podem contribuir para 

o controle de infecções virais por meio da modulação da resposta imune, estimulando 

células efetoras, como macrófagos, células natural killer e linfócitos T e B, além de 

regular a produção de citocinas e ativar vias de sinalização inflamatórias e antioxidantes. 

Nesse contexto, FIPs e lectinas destacam-se por induzir a produção de citocinas como 

interferon gama (IFN-γ), interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). 

Além disso, as FIPs podem modular a resposta imune de maneira dependente do contexto, 

promovendo perfis de resposta Th1 ou Th2 (Drzewiecka et al., 2024). 

No contexto do câncer, incluindo leucemias, proteínas de cogumelos podem 

induzir apoptose, inibir a síntese proteica por meio da interação com RNA e ribossomos, 

bloquear o ciclo celular e modular vias inflamatórias e de sobrevivência celular (Rezvani 

et al., 2020). Considerando essas propriedades, proteínas de cogumelos surgem como 

candidatas promissoras para investigação no desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas contra oncovírus, como o vírus linfotrópico de células T humanas tipo 1. 

2.6.Vírus Linfotrópico de Células T Humanas tipo 1 (HTLV-1) 

O Vírus Linfotrópico de Células T Humanas (HTLV) é um retrovírus, que 

apresenta em sua estrutura um genoma composto de 2 cópias idênticas de RNA de fita 

simples, além das enzimas: transcriptase reversa, que transcreve sua sequência de RNA 

em DNA; integrase, que insere as sequências virais no genoma da célula hospedeira; e 

protease, que atua na maturação de proteínas virais estruturais e funcionais (Kassay et al., 

2021; Pluta; Jaworski; Douville, 2020). Atualmente, são conhecidos 4 diferentes tipos 

distintos desse vírus, identificados como HTLV-1, -2, -3 e -4, os quais estão 

taxonomicamente incluídos na família Retroviridae, subfamília Orthoretrovirinae e 

gênero (Vallinoto et al., 2022).  

Os tipos de HTLV mais investigados são o HTLV-1, que apresenta maior 

patogenicidade, e o HTLV-2, que é menos frequentemente associado a patologias. Ambos 

compartilham cerca de 70% das sequências de nucleotídeos do seu material genético, 

possuindo uma estrutura de genoma similar (Martinez; Al-Saleem; Green, 2019). O 

HTLV-3 e HTLV-4 também possuem similaridades genéticas com o HTLV-1 e HTLV-2, 

no entanto, não têm sido associados a patologias, sendo, portanto, menos estudados 

(Larocque et al., 2011). Entretanto, análises de reconstrução genômica sugerem que esses 

vírus também produzam partículas virulentas e, portanto, seu potencial patogênico não 

deve ser totalmente negligenciado (Moin et al., 2023). 
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HTLV-1 é o agente etiológico da leucemia-linfoma de células T do adulto (ATLL), 

uma condição oncológica com baixa expectativa de recuperação, e da mielopatia 

associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP), um distúrbio 

neurogenerativo de progressão crônica (Ramezani et al., 2022). Adicionalmente, a 

infecção por esse vírus também tem sido associada às doenças inflamatórias, como a 

uveíte, dermatite infecciosa, encefalite, e alterações pulmonares, intestinais, urinárias, 

disfunção erétil e distúrbios psicológicos, além de repercussão prejudicial em casos de 

coinfecção (Rosadas et al., 2023a). 

Atualmente, sabe-se também que o impacto da infecção pelo HTLV-1 vai além de 

suas doenças associadas, uma vez que pode elevar a mortalidade por todas as causas, 

aumentando o risco de condições crônicas como, por exemplo, doenças renais e diabetes 

(Rosadas; Taylor, 2022). Nesse contexto, uma investigação conduzida a pedido da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) descreve que o risco de morte em pessoas que 

vivem com o HTLV-1 aumenta em 57%, em comparação com a população HTLV-1 

negativa (Schierhout et al., 2020). 

2.6.1. Histórico 

O HTLV-1 foi evidenciado, inicialmente, em 1979 nos Estados Unidos, a partir da 

descoberta da presença de partículas retrovirais em uma linhagem de células T 

provenientes de um paciente cujas manifestações clínicas eram, na época, associadas ao 

linfoma cutâneo de células T (LCCT), à micose fungoide ou à síndrome de Sézary, 

conforme particularidades clínicas (Gallo, 2005). Estudos remontam sua origem à África, 

sugerindo ser uma zoonose que se originou a partir da transmissão do Vírus Linfotrópico 

de Células T Símias tipo 1 (STLV-1) por primatas não humanos, como chimpanzés, 

mandris, gorilas e macacos nativos da região (Gessain, 2011). 

No Brasil, os primeiros relatos do HTLV datam de 1986, entre imigrantes 

japoneses em Campo Grande no Mato Grosso do Sul, com o surgimento de patologias 

associadas (HAM/TSP) em 1989. Em 1993, a triagem sorológica torna-se obrigatória nos 

hemocentros e, desde então, a infecção tem disso relata em vários estados brasileiros 

(Passos et al., 2010). No Amazonas, informações acerca da circulação do HTLV na 

população podem ser encontradas a partir do ano de 1997 (Galvão-Castro et al., 1997). 

Em 2022, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou um guia com novas 

estratégias a serem implementadas até 2030, visando acabar com epidemias e promover 

a cobertura universal da saúde. Nesse documento, o HTLV foi incluído em 2 ações: 1. 
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Prevenir a transmissão vertical (de mãe para filho); 2. Fornecer prevenção e tratamento 

apropriados de complicações advindas de infecções sexualmente transmissíveis e suas 

sequelas (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2022). 

Em 2024, o HTLV foi incorporado às diretrizes nacionais do “Programa Brasil 

Saudável – Unir para Cuidar: Construindo um Novo Amanhã”, do Ministério da Saúde, 

que visa eliminar doenças e infecções prioritárias como problemas de saúde pública até 

2030 (Brasil, 2025). Contudo, percebe-se que mesmo com sua descoberta precoce no final 

da década de 70, demoraram mais de 40 anos para o HTLV receber atenção no contexto 

da saúde pública brasileira (Figura 6). Nesse cenário, estudos epidemiológicos sobre o 

HTLV têm contribuído para a formulação de teorias sobre sua origem, a estimativa do 

número de pessoas infectadas e a conscientização sobre a infecção, além de auxiliar no 

desenvolvimento de estratégias para seu controle (Ishak et al., 2020).  

Figura 6 – Linha do tempo da evolução das ações sobre HTLV, com foco nacional. 

 
Fonte: Próprio autor. 

2.6.2. Fatores epidemiológicos 

A transmissão do HTLV pode ocorrer por via vertical (mãe para filho, 

principalmente através da amamentação), por meio de relações sexuais sem preservativo, 

pelo contato com sangue e tecidos de pessoas vivendo com HTLV, através de transfusão 

de sangue, transplante de tecidos e mediante compartilhamento de objetos 

perfurocortantes (Rosadas et al., 2023b). Diferentemente de outros retrovírus, a infecção 

pelo HTLV está associada principalmente ao contato célula-célula (Figura 7), enquanto o 

contato com vírions livres é considerado pouco eficiente do ponto de vista infeccioso, 

sendo depende da carga pró-viral da fonte de contágio (Stufano et al., 2021). 



52  

No mundo todo, estima-se que 5 a 10 milhões de pessoas convivam com o HTLV-

1, sendo o Brasil o país com o maior número de casos e uma infecção considerada 

endêmica, com estimativas entre 800 mil e 2,5 milhões de casos positivos (Botelho et al., 

2024; Melo et al., 2024; Nascimento et al., 2024; Oikawa et al., 2026). A prevalência 

tende a aumentar com a idade, principalmente em mulheres, podendo atingir 10% na 

população com mais de 50 anos (Firmino et al., 2025). 

Figura 7 – Infecção dos linfócitos T CD4+ pelo HTLV-1 através do contato célula-célula. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Embora estudos realizados no Amazonas indiquem uma baixa prevalência da 

infecção pelo HTLV, estimada em 0,15% entre doadores de sangue da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) (Santos et al., 

2024), investigações mais recentes envolvendo a população da região metropolitana de 

Manaus identificaram uma soroprevalência de 0,3% e evidenciaram a circulação de 

diferentes linhagens virais, incluindo o subgrupo HTLV-1aC, até então não descrito na 

Amazônia brasileira. Esses achados reforçam a necessidade de ampliar os estudos 

epidemiológicos e a vigilância molecular da infecção na região (Silva et al., 2026). 

2.6.3. Patogênese 

A infecção pelo HTLV é crônica e persiste durante toda a vida do paciente. No 

entanto, a maioria dos indivíduos infectados não apresenta sintomas graves, sendo 

classificados como portadores assintomáticos (Yamauchi et al., 2021). Manifestações 

clínicas mais severas, como HAM/TSP, ocorrem em aproximadamente 0,3% a 3,8% dos 

casos, enquanto a ATLL é observada em 2% a 5% dos indivíduos infectados pelo HTLV-
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1 (Yamauchi et al., 2021). Nesse sentido, a carga pró-viral é reconhecida como um fator 

de risco, onde uma alta carga tem sido associada à progressão da ATLL, HAM/TSP, bem 

como outras condições patológicas (Ferraz et al., 2020). 

O mecanismo exato do desenvolvimento de condições patológicas ainda não é 

totalmente elucidado, mas sabe-se que pode ser influenciado por fatores ambientais e 

genéticos, bem como a eficiência da resposta imune do indivíduo infectado, com destaque 

para a produção de citocinas e ativação de linfócitos (Zargari et al., 2020). A infecção 

pelo HTLV promove a expressão de citocinas pró-inflamatórias, levando a uma condição 

inflamatória crônica que oportuniza a replicação viral, imortalizando células, 

promovendo sua migração e causando danos teciduais que determinam o 

desenvolvimento de condições patológicas (Figura 8) (Futsch et al., 2018). 

Figura 8 – Mecanismo da patogênese do HTLV-1. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Nesse contexto, mesmo indivíduos assintomáticos infectados pelo HTLV-1 

apresentam alterações no sistema imune, caracterizadas principalmente pelo aumento da 

expressão de citocinas do perfil Th1, como o interferon gama (IFN-γ) e o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), e, em menor intensidade, de citocinas do perfil Th2, como as 

interleucinas 5 e 10 (IL-5 e IL-10) (Porto et al., 2002). Associadas à desregulação da 

resposta imunológica e às alterações na sinalização celular que favorecem a sobrevivência 

das células infectadas, destacam-se as proteínas virais Tax (trans-activator protein) e HBZ 



54  

(HTLV-1 basic leucine zipper factor), consideradas os principais fatores de virulência do 

HTLV-1 (Forlani et al., 2021). 

A proteína HBZ modula vias de sinalização relacionadas ao crescimento celular, 

à resposta imune e à diferenciação de linfócitos T, desempenhando papel central na 

persistência da infecção e na leucemogênese da leucemia/linfoma de células T do adulto 

(ATLL) (Zhao; Matsuoka, 2012). A proteína Tax exerce papel fundamental na 

imortalização e transformação dos linfócitos T infectados, promovendo alterações na 

expressão gênica e na função de diversas proteínas celulares (Chevalier et al., 2012). 

Além disso, sua atividade tem sido associada à indução do acúmulo de espécies reativas 

de oxigênio (ERO), estabelecendo um estado de estresse oxidativo que favorece danos 

celulares, instabilidade genômica e a progressão da infecção para manifestações clínicas 

mais graves (Chevalier et al., 2012; Currer et al., 2012; Takahashi et al., 2013). 

2.6.4. Tratamento 

Apesar da descoberta precoce e da estabilidade genética do HTLV-1, ainda não 

existem tratamentos ou vacinas padronizados e eficazes que sejam capazes de eliminar a 

infecção, e o manejo clínico permanece direcionado principalmente ao controle das 

manifestações associadas (Wang et al., 2024). No caso da ATL, o tratamento baseia-se na 

combinação de quimioterapia e antirretrovirais, embora as taxas de resposta permaneçam 

insatisfatórias (Santos et al., 2025). Para a HAM/TSP, , por sua vez, os antirretrovirais 

apresentam eficácia limitada, e o manejo é realizado principalmente com corticosteroides, 

cujo uso prolongado está associado a diversos efeitos adverso (Saab; DiCapua; Zubair, 

2024). 

Baseado na imunopatogênese do HTLV, estratégias de tratamento voltadas à 

imunoterapia tem se mostrado atrativas (Weterings; Rowan; Cook, 2025). Nesse cenário, 

a utilização de produtos naturais tem demonstrado um potencial promissor, através da 

manutenção da homeostase dos sistemas imune e nervoso, podendo diminuir a dor e 

espasticidade muscular, no caso da HAM/TSP, bem como diminuindo a viabilidade de 

células oncogênicas, no caso da ATLL (Baghban et al., 2024; Fadaee et al., 2024). 

Adicionalmente, como a progressão da infecção está diretamente relacionada à 

proliferação das células infectadas, estratégias capazes de reduzir essa população celular 

representam uma abordagem terapêutica promissora, diminuindo o risco de progressão 

para ATL ou HAM/TSP (Cooney et al., 2025). A linhagem MT-2 foi estabelecida a partir 

da cocultura de linfócitos T provenientes de sangue de cordão umbilical humano com 
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células leucêmicas do sangue periférico de um paciente com ATL (Nakano et al., 2017), 

sendo atualmente um importante modelo celular utilizado na avaliação de compostos 

naturais frente a células infectadas pelo HTLV-1. Nesse contexto, diversos estudos têm 

investigado o potencial citotóxico seletivo de metabólitos secundários de plantas frente a 

essa linhagem, utilizando PBMCs de indivíduos saudáveis como controle de seletividade 

(Kai et al., 2011; Nakano et al., 2011, 2026). 

Além da indução de morte celular, estudos utilizando a linhagem MT-2 têm 

demonstrado diferentes mecanismos de ação antiviral de produtos naturais, incluindo 

alterações morfológicas e estruturais, como a redução do brotamento viral na superfície 

celular e da formação de nanotúbulos de tunelamento (tunneling nanotubes, TNTs). Essas 

finas estruturas membranosas, ricas em actina, conectam células adjacentes e permitem a 

transferência direta de componentes celulares e partículas virais, favorecendo a 

disseminação do HTLV-1. Assim, sua redução está associada à diminuição da produção 

viral e da transmissão que necessita do contato célula à célula (Coelho-dos-Reis et al., 

2011; Omsland et al., 2018). 

Estudos envolvendo macromoléculas e compostos derivados de cogumelos frente 

ao HTLV-1 ainda são escassos. Entre eles, destaca-se a lentinana, uma β-glucana isolada 

de Lentinula edodes, cuja administração em pacientes infectados promoveu melhora da 

resposta imunológica e redução da carga antigênica viral (Aoki et al., 1984). Além disso, 

Zhao, Chen e He (2018), demonstraram que extratos de G. lucidum modulam diferentes 

vias de sinalização celular, incluindo as vias de interação citocina-citocina, JAK-STAT, 

receptor de células T, TNF e PI3K-Akt, o que pode levar à uma resposta imune mais 

eficiente frente ao HTLV-1. Embora a aplicação de proteínas bioativas permaneça 

praticamente inexplorada, esses resultados reforçam o potencial terapêutico de 

biomoléculas de cogumelos no contexto do HTLV. 
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3. HIPÓTESES 

A presente tese baseia-se na hipótese de que diferentes condições de fermentação 

submersa modulam, de forma diferencial, a fisiologia de espécies do gênero Ganoderma, 

promovendo alterações qualitativas e quantitativas nas proteínas presentes na biomassa 

micelial. Além disso, considerando que proteínas bioativas de cogumelos frequentemente 

apresentam atividade antioxidante in vitro, hipotetiza-se que a avaliação do potencial 

antioxidante possa ser utilizada como estratégia de triagem para a identificação de 

extratos proteicos com maior potencial biotecnológico. 

Ademais, pressupõe-se que proteínas bioativas de cogumelos, devido à sua 

capacidade de interagir com componentes do sistema imune, sejam capazes de induzir 

respostas imunológicas e citotóxicas com potencial terapêutico frente ao HTLV-1. Por 

fim, considerando que essas proteínas desempenham funções relacionadas aos 

mecanismos de defesa dos cogumelos, hipotetiza-se que a aplicação de condições de 

estresse controladas durante a fermentação submersa atue como indutora de sua síntese, 

favorecendo a obtenção de extratos com maior potencial farmacológico. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. Geral 

Prospectar proteínas antioxidantes produzidas por Ganoderma spp. com potencial para o 

tratamento da infecção pelo HTLV-1. 

4.2. Específicos 

✓ Revisar a identificação molecular do isolado amazônico Ganoderma sp. 1962; 

✓ Analisar a produção de biomassa e proteínas intracelulares solúveis por Ganoderma 

spp. em diferentes meios basais, na presença e ausência de agitação;  

✓ Caracterizar bioquímica e estruturalmente os extratos proteicos das biomassas 

miceliais de Ganoderma spp.; 

✓ Triar os extratos proteicos obtidos das diferentes condições de cultivo através de 

ensaios antioxidantes químicos in vitro; 

✓ Avaliar o potencial citotóxico e imunomodulador dos extratos proteicos com maior 

atividade antioxidante em modelos celulares saudáveis e infectados com HTLV-1. 

✓ Estimar a influência de condições de estresse durante a fermentação submersa como 

estratégia para o aumento das atividades farmacológicas de interesse. 
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Impacto dos Parâmetros de Fermentação Submersa nas Proteínas 

Extraídas de Ganoderma sichuanense e seu Potencial 

Antioxidante 
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Resumo 

Embora a espécie Ganoderma sichuanense seja amplamente reconhecido como fonte de biomoléculas 

bioativas, pouco ainda se sabe sobre as características que afetam a produção de suas proteínas e como isso 

se reflete na atividade antioxidante. Neste capítulo, foi avaliada a influência de diferentes composições do 

meio de cultura em fermentação submersa, com e sem agitação, na produção de extratos proteicos com 

atividade antioxidante a partir da biomassa micelial de G. sichuanense. Os extratos proteicos foram 

caracterizados por microscopia eletrônica de varredura, difração de raios X e espectroscopia de 

infravermelho com transformada de Fourier por reflectância total atenuada. Adicionalmente, foram 

avaliados quanto ao teor de proteínas e fenólicos, atividades antioxidantes (ABTS•+, DPPH•, habilidade 

quelante e poder redutor) e perfil eletroforético em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio  

(SDS-PAGE). A cinética de crescimento da condição que apresentou maior recuperação proteica também 

foi determinada. Os extratos apresentaram diferenças microestruturais, variando de estruturas fibrilares a 

agregadas, enquanto a cristalinidade permaneceu inalterada. Em contrapartida, alterações na composição 

química e na organização da estrutura secundária foram evidenciadas por espectroscopia no infravermelho. 

O extrato obtido do cultivo na ausência de agitação, em meio de cultura contendo 10 g·L−1 de glicose, 5 

g·L−1 de extrato de levedura e 2,5 g·L−1 de peptona de soja (denominado E1NA) apresentou os maiores 

teores de proteína solúveis e compostos fenólicos, além da maior atividade antioxidante (CI50 = 4,8 e 24,0 

µg de proteína·mL−1 para ABTS•+ e DPPH•, respectivamente). A análise por SDS-PAGE revelou maior 

intensidade das bandas proteicas nos extratos obtidos sob cultivo sem agitação. O modelo de Gompertz 

estimou uma taxa de crescimento específica de 0,0068 h−1 no E1NA, cuja micromorfologia foi caracterizada 

pela presença de hifas curtas e altamente ramificadas do tipo “chifre de veado’. Em conjunto, os resultados 

demonstram que a ausência de agitação constitui uma estratégia eficiente para modular o metabolismo de 

G. sichuanense, favorecendo a recuperação de proteínas com elevado potencial antioxidante. 

Palavras-chave: Bioprocessos; Estrutura secundária; Estresse oxidativo; Lingzhi; Modulação do 

metabolismo; Polipeptídeos; Ultraestrutura. 

Abstract 

Although Ganoderma sichuanense is widely recognized as a source of bioactive molecules, little is still 

known about the factors affecting the production of its proteins and how these influence antioxidant activity. 

In this chapter, the influence of different culture medium compositions under submerged fermentation, with 

and without agitation, on the production of protein extracts with antioxidant activity from the mycelial 

biomass of G. sichuanense was evaluated. The protein extracts were characterized by scanning electron 

microscopy, X-ray diffraction, and attenuated total reflectance–Fourier transform infrared (FTIR-ATR) 

spectroscopy. Additionally, the extracts were evaluated for soluble protein and phenolic compound 
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contents, antioxidant activities (ABTS•+, DPPH•, metal chelating ability, and reducing power), and 

electrophoretic profile by sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Growth kinetics under the cultivation condition that resulted in the highest protein recovery was also 

determined. The extracts exhibited distinct microstructural patterns, ranging from fibrillar to aggregated 

structures, whereas crystallinity remained unchanged. In contrast, changes in chemical composition and 

secondary structure organization were evidenced by infrared spectroscopy. The extract obtained from non-

agitated cultivation in a medium containing 10 g·L-1 glucose, 5 g·L-1 yeast extract, and 2.5 g·L-1 soy peptone 

(designated E1NA) exhibited the highest soluble protein and phenolic compound contents, as well as the 

greatest antioxidant activity (IC50 = 4.8 and 24.0 µg protein·mL-1 for the ABTS•+ and DPPH• assays, 

respectively). SDS-PAGE analysis revealed greater protein band intensity in extracts obtained under non-

agitated cultivation. The Gompertz model estimated a specific growth rate of 0.0068 h-1 for E1NA, whose 

micromorphology was characterized by the presence of short, highly branched staghorn-like hyphae. 

Overall, the results demonstrate that the absence of agitation represents an effective strategy for modulating 

the metabolism of G. sichuanense, favoring the recovery of proteins with high antioxidant potential. 

 

Keywords: Bioprocesses; Lingzhi; Metabolic modulation; Oxidative stress; Polypeptides; Secondary 

structure; Ultrastructure. 

5.1. Introdução 

Entre os antioxidantes naturais, várias moléculas pequenas são reconhecidas como 

moléculas bioativas. No entanto, macromoléculas como proteínas e seus derivados 

também podem exibir um potencial antioxidante notável, dependendo de sua composição 

de aminoácidos e estrutura conformacional (Chen et al., 2023). As proteínas antioxidantes 

não apenas resistem aos danos causados pelos radicais livres, mas também protegem os 

componentes celulares contra o estresse oxidativo, atuando como aliadas frente uma série 

de condições patológicas (Meng et al., 2023). 

Uma proteína imunomoduladora fúngica (Fungal Immunomodulatory Proteins, 

FIP) sintetizada pelo fungo Ganoderma lucidum (FIP-glu ou LZ-8) apresenta 

significativo potencial antioxidante, além de promover a proliferação de queratinócitos e 

inibir o desenvolvimento de células de melanoma e suprime a síntese de melanina. 

Comparada à vitamina C, essa proteína tem sido destacada como um ingrediente potencial 

em produtos destinados à reparação tecidual e ao clareamento da pele (Guo et al., 2023). 

Em modelos celulares, a FIP-glu também exibiu capacidade imunomoduladora, ativando 

macrófagos (RAW264.7) e apresentando atividade tanto pró-inflamatória quanto anti-

inflamatória, de forma contexto-dependente (Li et al., 2019). 

As FIPs já foram descritas em várias espécies de Ganoderma, incluindo G. 

lucidum, G. tsugae, G. japonicum, G. microsporum, G. applanatum, G. atrum, G. sinense, 

G. bonisense, G. amboinense, G. tenus e G. capense. Essas proteínas são compostas de 

106 a 133 aminoácidos, com massa molecular em torno de 12 kDa, e são ricas em resíduos 

de ácido aspártico (Asp) e valina (Val), com baixos níveis de histidina (His), cisteína 

(Cys) e metionina (Met). Elas também exibem alta homologia e quatro fragmentos de 
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aminoácidos conservados diferentes (WGRG, DKAYTYRV, SDGSQK e AQWN), 

sugerindo conservação evolutiva dentro do gênero Ganoderma (Lin et al., 2022). 

Entretanto, o teor de FIPs em cogumelos é relativamente baixo, com 5 a 10 mg de FIP-

glu a cada 300 g de micélio de G. lucidum (Kino et al., 1989). 

Outros derivados proteicos de G. lucidum também foram relatados com atividade 

antioxidante, incluindo uma proteína enriquecida com selênio (Se-GL-P) (Du et al., 

2007), as enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) (Wang et 

al., 2011), extratos de proteína bruta (Sa-ard et al., 2015), um proteoglicano (Zhu et al., 

2019) e um glicopeptídeo (Luo et al., 2024). Assim, é possível observar que outros 

polipeptídeos sintetizados por Ganoderma também podem apresentar relevante atividade 

antioxidante, com potencial para uso em formulações benéficas à saúde. 

Ganoderma sichuanense, especificamente, é um cogumelo cujas propriedades 

medicinais são amplamente reconhecidas em países asiáticos, tornando-o uma espécie de 

significativa importância ecológica e comercial. Estudos relatam seu potencial como 

agente antitumoral, antiviral, antienvelhecimento, hipoglicêmico, hipocolesterolêmico, 

hepatoprotetor, hipotensor e antioxidante (Chinthanom et al., 2021; Li et al., 2023). Esta 

espécie tem enfrentado diversos problemas taxonômicos, sendo frequentemente referida 

erroneamente como G. lucidum em várias publicações e incorretamente associada ao 

epíteto específico G. lingzhi (Du et al., 2023). Artigos recentes sugerem que, 

considerando o conhecimento atual, as publicações devem priorizar o nome G. 

sichuanense (Papp, 2024). 

O grupo de pesquisa do Laboratório de Cultivo de Fungos Comestíveis 

(LCFC/INPA) descreveu nos últimos anos o potencial de G. sichuanense (CC22) na 

síntese de proteínas, incluindo a classe de proteínas inibidoras de proteases, tanto em 

basidiomas (Chevreuil et al., 2025) quanto na biomassa micelial (Pessoa et al., 2023). 

Essa classe de proteínas também tem demonstrado atividade antioxidante in vitro, como 

observado para um inibidor de protease de Agaricus bisporus (AbPI), que apresentou 

elevada capacidade antioxidante e efeito citoprotetor frente ao estresse oxidativo 

(Vishvakarma; Mishra, 2019).  Em modelos celulares utilizando adipócitos (3T3-L1), 

AbPI também foi capaz de reduzir a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

intracelulares e aumentar a captação de glicose, demonstrando um efeito comparável ao 

de medicamentos comerciais, sugerindo seu potencial como candidata ao tratamento do 

estresse oxidativo e diabetes (Vishvakarma; Mishra, 2020). 

A produção de extratos proteicos enriquecidos em diferentes proteínas 
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antioxidantes derivadas de espécies de Ganoderma representa uma alternativa promissora 

para uso como ingredientes ativos em cosméticos, medicamentos e suplementação 

proteica. No entanto, estratégias para otimizar a produção em fermentação submersa são 

necessárias. Dada essa lacuna de conhecimento, o presente trabalho visou avaliar a 

influência das concentrações dos componentes do meio de cultura e da agitação na 

produção de proteínas antioxidantes por G. sichuanense em fermentação submersa, bem 

como avaliar como essas condições afetam as propriedades estruturais das proteínas 

recuperadas. 

5.2. Material e Métodos 

5.2.1. Material biológico e Fermentação submersa 

G. sichuanense (CC22) foi acessado da coleção de trabalho do Laboratório de 

Cultivo de Fungos Comestíveis, pertencente à Coordenação de Tecnologia e Inovação do 

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (COTEI/INPA). O macrofungo foi mantido 

em meio BDA (batata-dextrose-ágar) e, posteriormente, cultivada em diferentes meios 

líquidos com pH 6,0, cujas composições variaram conforme os experimentos descritos na 

Tabela 1, com incubação a 25 °C, sob agitação a 120 rpm (A) ou não agitada (NA), por 

12 dias. As 4 formulações de meio de cultura e as 2 condições de cultivo foram 

determinadas conforme estudo prévio (Pessoa et al., 2023), totalizando 8 condições 

experimentais. 

Tabela 1 – Composição do meio de cultura nos experimentos de fermentação submersa. 

Meio de Cultura 
Concentração (g.L-1) 

Glicose Peptona de soja Extrato de levedura 

Experimento 1 (E1) 10 2,5 5 

Experimento 2 (E2) 20 2,5 5 

Experimento 3 (E3) 10 5 5 

Experimento 4 (E4) 20 5 5 

5.2.2. Extração de proteínas e Ensaios de quantificação 

A biomassa micelial foi homogeneizada em cloreto de sódio 0,15 M (1:20, m/v) 

por 2 horas, a 120 rpm e 10 °C. Em seguida, o material foi centrifugado por 20 minutos 

a 10.000 × g e 4 °C. O sobrenadante foi dialisado em membranas de celulose, com cut-

off de 12 kDa, contra água destilada por 48 horas, sob refrigeração (4 °C), resultando em 

extratos proteicos de média à alta massa molecular. Posteriormente, foi realizada uma 
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nova centrifugação por 20 minutos a 4.667 × g e 4 °C, seguida de liofilização (Pessoa et 

al., 2023). 

O teor de proteínas nos extratos foi determinado pelo método de Bradford (1976), 

utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão. O conteúdo de compostos 

fenólicos totais (CFT) foi estimado utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu e ácido 

gálico como padrão, sendo os resultados expressos em miligramas de equivalentes de 

ácido gálico por grama de extrato (mg EAG·g-1 de extrato) (Oliveira-Junior et al., 2024). 

5.2.3. Análises estruturais dos extratos proteicos 

Os extratos proteicos foram caracterizados por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV), utilizando um microscópio eletrônico Philips XL-30 ESEM, com feixe 

de elétrons de 15 kV e ampliação de 100×. A análise por Difração de Raios X (DRX) foi 

realizada em um difratrômetro de raio x Shimadzu XRD-6000, utilizando radiação Cu 

Kα, tensão de 30 kV e corrente de 15 mA, com velocidade de varredura de 2,0° por 

minuto, em um intervalo contínuo de 2θ de 4,0° a 70,0°. 

Os grupos químicos presentes nos extratos proteicos foram investigados por 

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflectância Total 

Atenuada (ATR-FTIR). Para isso, 5 mg de cada amostra foram analisados em um 

espectrômetro Agilent Cary 630 FTIR, na faixa de 750 a 4000 cm-1, com resolução 

correspondente a 8 varreduras. A caracterização da estrutura secundária das proteínas nas 

amostras foi realizada utilizando a região da banda amida I (1700–1600 cm-1), por meio 

de autodeconvolução de Fourier e ajuste de curvas gaussianas. As porcentagens das 

estruturas secundárias foram calculadas pela integração e combinação das curvas 

ajustadas, utilizando o RStudio. 

5.2.4. Avaliação da Atividade Antioxidante 

A atividade antioxidante dos extratos proteicos foi avaliada por meio dos ensaios 

de inibição dos radicais ABTS•+ e DPPH•, habilidade quelante de íons ferrosos e poder 

redutor do íon férrico, utilizando metodologias adaptadas para microplacas de 96 poços 

(Khatua; Ghosh; Acharya, 2017). Para os testes, os extratos proteicos foram inicialmente 

ressuspendidos em água destilada na concentração de 10 mg·mL-1. Amostras com 

inibição superior a 50% nos ensaios de ABTS•+ e DPPH•, foram diluídas seriadamente 

(10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,3125 mg·mL-1) para determinação da concentração capaz de 

inibir 50% do radical (CI50). No ensaio de poder redutor, o aumento da absorbância 
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indicou maior potencial antioxidante das amostras. 

5.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) 

Os extratos proteicos foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 

na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Marcadores de 

massa molecular (Promega, Madison, WI, EUA), na faixa de 10 a 225 kDa, foram 

utilizados para estimar a massa molecular das proteínas presentes nas amostras. 

5.2.6. Cinética Fúngica 

A condição experimental de fermentação submersa que apresentou o extrato 

proteico com maior atividade antioxidante, teve sua cinética de crescimento avaliada. 

Para isso, G. sichuanense foi cultivado em meio contendo glicose (10 g·L-1), peptona de 

soja (2,5 g·L-1) e extrato de levedura (5 g·L-1), em condição sem agitação. 

Diariamente, três frascos Erlenmeyer foram coletados ao longo de 12 dias para 

avaliação dos parâmetros de produção de biomassa (biomassa seca em g·L-1) e da taxa 

específica de crescimento (h-1). O caldo fermentado foi utilizado para monitoramento do 

pH e do consumo de glicose (açúcares redutores em g·L-1), determinado pelo método 

empregando ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Pessoa et al., 2023). 

5.2.7. Delineamento experimental e Análise estatística 

Um planejamento fatorial completo no esquema 23 foi aplicado para avaliar os 

efeitos de três fatores: glicose (X₁), peptona (X₂) e agitação (X₃), cada um em dois níveis 

(baixo: −1 e alto: +1), tendo como variável resposta a concentração de proteínas solúveis. 

Um total de oito condições experimentais foi definido com base nesse delineamento 

(Tabela 2). Essas condições foram utilizadas para avaliar o impacto dos fatores de cultivo 

sobre a produção de proteínas durante a fermentação submersa, e os dados obtidos foram 

analisados utilizando o RStudio. As análises estatísticas dos ensaios de quantificação 

foram realizadas no software Statistica 7, com dados provenientes de triplicatas 

submetidos à análise de variância (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey, com nível de significância de 1% (p < 0,01). 

Os valores de CI50 foram calculados por regressão não linear, utilizando o modelo 

de inibidor versus resposta normalizada com inclinação variável, e as taxas específicas de 
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crescimento foram estimadas por ajuste de modelos matemáticos aos dados por regressão 

não linear, ambos utilizando o software GraphPad Prism (versão 9.4). A Análise de 

Componentes Principais (PCA) foi empregada para comparação estatística do perfil 

químico de cada extrato proteico obtido por FTIR-ATR, utilizando o software OriginPro 

(versão 2025). 

Tabela 2 – Matriz de planejamento experimental para o planejamento fatorial completo 23 aplicado à 

fermentação submersa de G. sichuanense. 

Experimento X1 (Glicose) X2 (Peptona) X3 (Agitação) 

E1NA −1 −1 −1 

E2NA 1 −1 −1 

E3NA −1 1 −1 

E4NA 1 1 −1 

E1A −1 −1 1 

E2A 1 −1 1 

E3A −1 1 1 

E4A 1 1 1 

5.3. Resultados 

5.3.1. Proteínas solúveis e Compostos Fenólicos Totais (CFT) 

A condição não agitada (NA) resultou em maior concentração de proteínas em 

todos os experimentos (E) avaliados, com valores próximos a 100 µg·mL-1, exceto para 

E3NA (Figura 1A). Por outro lado, observou-se baixa influência dos fatores meio de 

cultura e agitação sobre o teor de compostos fenólicos totais (CFT), com o maior valor 

registrado em E1NA (53,81 mg EAG·g-1 de extrato) e o menor em E3NA (31,78 mg 

EAG·g⁻¹ de extrato) (Figura 1B). 

Figura 1 – Quantificação de moléculas em extratos proteicos de G. sichuanense cultivado sob diferentes 

condições de fermentação submersa. (A) Proteínas solúveis; (B) Compostos fenólicos totais.  

 

Letras distintas indicam diferença estatística entre as médias, de acordo com o teste de Tukey ao nível de 

significância de 1%. 
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A análise do planejamento fatorial 23 revelou que todos os fatores e suas 

interações influenciaram significativamente o teor de proteínas solúveis (p < 0,05). Entre 

os fatores principais, a agitação exerceu a maior influência sobre a resposta, seguida da 

concentração de peptona, enquanto as interações entre os fatores também contribuíram 

significativamente para a produção de proteínas. Os coeficientes de efeito indicaram que 

a agitação e a concentração de peptona exerceram influência negativa sobre a resposta, 

ao passo que as interações binárias apresentaram efeito positivo. O elevado coeficiente 

de determinação (R2 = 0,9934) indicou o bom ajuste do modelo aos dados experimentais 

e uma elevada capacidade preditiva (Tabela 3). 

Tabela 3 – Efeitos e significância estatística das variáveis de fermentação na produção de proteínas solúveis 

por G. sichuanense em um planejamento fatorial 23.   

Fator/Interação Efeito estimado 
Valor de p 

(ANOVA) 
Significância 

Agitação -155.14 5.02×10-18 Altamente significativo 

Peptona -88.47 1.27×10-2 Significativo 

Glicose 1.43 4.12×109 Altamente significativo 

Agitação:Peptona 108.47 1.47×10-10 Altamente significativo 

Glicose:Peptona 85.96 2.35×10-8 Altamente significativo 

Glicose:Agitação 4.15 6.91×10-5 Significativo 

Glicose:Peptona:Agitação -64.70 1.53×10-5 Significativo 

A significância de cada fator foi classificada como altamente significativa (p < 0,001), significativa (0,001 

< p < 0,05) ou não significativa (p > 0,05), com base no valor obtido da ANOVA. 

5.3.2. Caracterização estrutural 

5.3.2.1. Microscopia eletrônica de Varredura 

As micrografias obtidas por MEV revelaram variações na microestrutura dos 

extratos proteicos em função da condição de fermentação submersa. A maioria dos 

extratos apresentou agregados, enquanto E1NA e E3A exibiram estruturas mais fibrilares. 

E1A e E2NA, por sua vez, apresentaram tanto aglomerados quanto estruturas fibrilares 

(Figura 2). 
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Figura 2 – Microscopia eletrônica de varredura dos extratos proteicos da biomassa micelial de G. 

sichuanense cultivada sob diferentes condições de fermentação submersa. E: Número do experimento (1–

4). A: Agitado. NA: Não agitado. 

 

5.3.2.2. Difração de Raio X (DRX) 

As análises de DRX demonstraram que as diferentes condições de fermentação 

submersa não influenciaram a cristalinidade dos extratos proteicos. Todos os extratos 

apresentaram um padrão difuso característico de estruturas amorfas, com picos de 

difração em 2θ na faixa entre 20 e 24° (Figura 3). 

Figura 3 – Padrões de difração de raios X dos extratos proteicos da biomassa micelial de G. sichuanense 

cultivada sob diferentes condições de fermentação submersa. E: Número do experimento (1–4). A: 

Agitado. NA: Não agitado. 
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5.3.2.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por 

Reflectância Total Atenuada (FTIR-ATR) 

A análise por FTIR dos extratos proteicos revelou elevado grau de similaridade 

nos perfis de absorção, com variações na transmitância dependentes tanto da composição 

do meio de cultura quanto das condições de agitação (Figura 4). Os extratos provenientes 

de fermentações submersas em condição não agitada apresentaram menor transmitância, 

sugerindo associação com maior teor de proteínas. 

Figura 4 – Espectros de FTIR-ATR dos extratos proteicos da biomassa micelial de G. sichuanense 

cultivada sob diferentes condições de fermentação submersa. E: Número do experimento (1–4). A: Agitado. 

NA: Não agitado. 

 

A estrutura secundária das amostras variou consideravelmente em função das 

condições de cultivo empregadas. A maioria das amostras apresentou conformações 

estruturais que não puderam ser completamente determinadas, com exceção de E1NA, 

cuja estrutura foi integralmente estimada (Figura 5A). Foi estimado para E1NA uma 

composição de estruturas de folha β (75,77%), voltas β (23,21%) e hélices α (1,00%). 

A PCA dos espectros de FTIR revelou que tanto as condições de agitação quanto 

a composição do meio de cultura exerceram influência significativa sobre a composição 
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química dos extratos proteicos (Figura 5B). A análise dos loadings destacou que a região 

entre 1620 e 1640 cm-1, característica de proteínas, foi a que mais contribuiu para a 

diferenciação entre as amostras. 

Figura 5 – Análise dos dados de FTIR-ATR. (A) Percentual de estruturas secundárias; (B) Análise de 

Componentes Principais (PCA) aplicada aos espectros de FTIR-ATR. E: Número do experimento (1–4). 

A: Agitado. NA: Não agitado. 

 

5.3.3. Atividade antioxidante 

A análise do potencial antioxidante in vitro revelou elevada capacidade de 

sequestro do radical ABTS•+ em todos os extratos proteicos, com valores superiores a 

80% (Figura 6A). Por outro lado, a inibição do radical DPPH• foi mais seletiva, sendo 

observada atividade significativa apenas em E1NA, E3NA e E4NA (Figura 6B). 

A capacidade de quelação de Fe2+ foi significativamente maior em E4NA (65,43 

± 1,97%), em comparação às demais amostras (Figura 6C). Na avaliação do poder redutor 

de Fe3+, a maior atividade foi observada novamente para E1NA (1,220 ± 0,056) (Figura 

6D). Adicionalmente, a amostra E1NA exibiu a maior capacidade de inibição dos radicais 

ABTS•+ e DPPH•, necessitando de concentrações mais baixas para inibir 50% (CI50) 

desses radicais (Tabela 4). 
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Figura 6 – Atividade antioxidante em extratos proteicos da biomassa micelial de G. sichuanense cultivada 

sob diferentes condições de fermentação submersa. (A) ABTS•+; (B) DPPH•; (C) Habilidade quelante; (D) 

Poder redutor.  

 

Letras distintas indicam diferenças estatisticamente significativas entre as médias, de acordo com o teste 

de Tukey ao nível de significância de 1%. 

Tabela 4 – Valores de CI50 dos extratos proteicos para a atividade de sequestro dos radicais ABTS•+ e 

DPPH•. 

Experimento ABTS•+ DPPH• 

n.º Condição 
CI50 (µg de 

extrato.mL-1)  
 

CI50 (µg de 

proteína.mL-1)  
 

CI50 (µg de 

extrato.mL-1)  

CI50 (µg de 

proteína.mL-1) 

1 
Agitada 1225,0 ± 114,5 42,9 ± 4,0 9681,3 ± 270,5 339,2 ± 9,5 

Não-agitada 507,2 ± 19,4 4,8 ± 0,2 2550,0 ± 96,5 24,0 ± 0,9 

2 
Agitada 927,4 ± 10,0 29,6 ± 0,3 ND ND 

Não-agitada 637,4 ± 11,2 6,0 ± 0,1 ND ND 

3 
Agitada 1405,0 ± 210,6 36,5 ± 5,5 ND ND 

Não-agitada 1852,0 ± 96,6 29,9 ± 1,6 8134,7 ± 296,8 131,5 ± 4,8 

4 
Agitada 1711,3 ± 89,5 32,9 ± 1,7 ND ND 

Não-agitada 1064,2 ± 79,7 10,1 ± 0,8 6474,3 ± 216,0 61,3 ± 2,0 

ND: não determinado. 

5.3.4. Perfil eletroforético 

A análise eletroforética revelou um perfil proteico heterogêneo entre os extratos, 

com bandas variando de aproximadamente 12 a 125 kDa. Os extratos E1NA e E4NA 

apresentaram um padrão de bandas mais intenso e complexo (Figura 7), corroborando 
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com o maior teor de proteínas e as atividades antioxidantes mais elevadas observadas para 

esses extratos, sugerindo uma associação entre a composição proteica e as atividades 

avaliadas. 

Figura 7 – SDS-PAGE dos extratos proteicos da biomassa micelial de G. sichuanense cultivada sob 

diferentes condições de fermentação submersa. M: Marcador de massa molecular. E: Número do 

experimento (1–4). A: Agitado. NA: Não agitado. 

 

5.3.5. Parâmetros do bioprocesso de E1NA 

O meio de cultivo 1 na ausência de agitação (E1NA), que resultou no extrato 

proteico com a maior atividade antioxidante, teve sua cinética de crescimento avaliada. 

Dois modelos matemáticos foram ajustados aos dados experimentais para estimar a taxa 

específica de crescimento. O modelo de Gompertz foi o que melhor descreveu o 

crescimento de G. sichuanense, visto que apresentou valores mais baixos no Critério de 

Informação de Akaike corrigido (AICc) e no erro quadrático médio da raiz (RMSE), além 

de maior R-quadrado ajustado (R2adj) (Tabela (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Modelos matemáticos da cinética de crescimento de G. sichuanense em meio composto por 

glicose (10 g·L-1), peptona de soja (2,5 g·L-1) e extrato de levedura (5 g·L-1), sob condição não agitada 

(E1NA). 

Modelo 
Taxa de Crescimento 

específica (h-1) 
R2

adj AICc RMSE 

Exponencial 0,0084  0,9484 -80,2 0,3327 

Gompertz 0,0068 0,9793 -114,4 0,2077 

A cinética de crescimento de G. sichuanense apresentou um padrão típico de 

crescimento microbiano, com uma fase lag durante os dois primeiros dias de cultivo, 

seguida por uma fase exponencial bem definida. Essa fase estendeu-se do terceiro dia até 

o final do período de cultivo (Figura 8A). Paralelamente ao crescimento micelial, 

observou-se redução progressiva do pH do meio, atingindo 4,55 ± 0,01, e aumento do 

consumo de açúcares a partir do sétimo dia, alcançando 76,3% ao final do cultivo (Figura 

8B).  

Figura 8 – Cinética do crescimento (A) e consumo de glicose e pH do caldo de cultivo (B) de G. 

sichuanense na condição E1NA. 

 

A macromorfologia fúngica demonstrou a dispersão do micélio ao longo de todo 

o período de cultivo, aumentando a superfície de contato com o meio líquido, favorecendo 

a assimilação de nutrientes e sustentando um crescimento vigoroso, até cobrir a superfície 

do meio de cultivo no 12º dia (Figura 9A). A análise microscópica da biomassa coletada 

no final do cultivo revelou uma combinação de hifas longas e tubulares com hifas curtas 

e altamente ramificadas, denominadas “hifas tipo chifre de veado” (Figura 9B). 
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Figura 9 – Morfologia da biomassa micelial de Ganoderma sichuanense CC22 da condição E1NA. (A) 

Macromorfologia; (B) Micromorfologia. 

  

5.4. Discussão 

Os teores de proteínas solúveis obtidos para G. sichuanense foram semelhantes 

aos relatados para o cogumelo comestível P. ostreatus, cujas concentrações variaram 

entre 35 e 160 µg·mL-1, conforme as variações no pH de 2 a 8 (González et al., 2021). A 

variação no teor de proteínas solúveis entre as condições de cultivo pode estar relacionada 

à ausência de forças de cisalhamento durante o cultivo não agitado. Em cultivos sob 

agitação, esse estresse mecânico pode causar danos ao micélio e favorecer o 

extravasamento de componentes intracelulares, conforme já descrito para G. lucidum 

(Elisashvili, 2012; Petre; Petre, 2016). 

A caracterização de extratos proteicos frequentemente é dificultada pela presença 

de compostos fenólicos e de outras moléculas capazes de interferir nas análises (Wu et 

al., 2014). Embora a etapa de diálise empregada durante a extração proteica seja eficiente 

para remover compostos fenólicos livres, essa estratégia não é eficaz quando esses 

compostos se encontram complexados às proteínas (Liu et al., 2019), como sugerem os 

resultados obtidos neste estudo. Contudo, as interações entre proteínas e polifenóis podem 

mascarar a atividade antioxidante dos compostos fenólicos, de modo que a atividade 

observada pode ser atribuída tanto às proteínas quanto aos complexos proteína-polifenol 

formados (Jakobek, 2015). 

Em sistemas simples, como matrizes alimentares, a formação de complexos 

proteína-polifenol ocorre sob condições adequadas de pH, força iônica e temperatura, 

sendo mediada principalmente por interações não covalentes, como ligações de 

hidrogênio, interações hidrofóbicas, forças eletrostáticas e forças de van der Waals. Essas 
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associações podem conferir vantagens funcionais, incluindo o aumento da atividade 

antioxidante e a obtenção de sistemas bioativos, como emulsões, géis, filmes para 

embalagens e plataformas de liberação de compostos bioativos (Feng et al., 2023). Nesse 

contexto, o extrato proteico obtido na condição E1NA apresenta potencial para aplicações 

biotecnológicas e no desenvolvimento de produtos funcionais. 

A extração assistida por sal é uma técnica amplamente estabelecida, com elevada 

eficiência da extração e que, ao mesmo tempo, preserva a funcionalidade das proteínas. 

O NaCl é comumente empregado para promover o efeito salting-in, no qual baixas 

concentrações de sal exercem influência mínima sobre a estrutura proteica. As interações 

fracas estabelecidas entre os íons carregados e as proteínas reduzem a agregação 

molecular e favorecem o aumento da solubilidade proteica. Entretanto, esse efeito pode 

variar em função de fatores como a concentração de proteínas da amostra, o que pode 

explicar as diferenças observadas na microestrutura dos extratos obtidos no presente 

trabalho (Jiang et al., 2021; Lawal, 2004). 

O tamanho médio das partículas é outro fator capaz de influenciar as propriedades 

funcionais dos materiais proteicos (Hu et al., 2015). Essa característica afeta diretamente 

a solubilidade, uma vez que partículas menores apresentam maior área superficial 

disponível para hidratação, favorecendo sua interação com o meio (Wang et al., 2020). 

Além disso, o tamanho das partículas pode influenciar a aplicação industrial dos extratos 

proteicos, por afetar suas propriedades tecnológicas e biofuncionais (Chen; Chi; Xu, 

2012; Jeewanthi; Lee; Paik, 2015). 

Um estudo que avaliou diferentes concentrações de NaCl na extração de proteínas 

de sementes de Moringa oleifera descreveu estruturas semelhantes às observadas no 

presente estudo quando utilizada a concentração de 0,15 M. Segundo os autores, essas 

estruturas são adequadas para análises de solubilidade proteica, hidrofobicidade 

superficial e espectroscopia (Du et al., 2022). 

O padrão de difração obtido por DRX é característico de materiais 

predominantemente amorfos (Fernandes et al., 2014), o que é importante do ponto de 

vista tecnológico, uma vez que sólidos amorfos tendem a apresentar maior solubilidade e 

estabilidade quando comparados às estruturas cristalinas, tornando-se mais adequados 

para aplicações farmacêuticas (Schittny; Huwyler; Puchkov, 2019). Os picos de difração 

observados são compatíveis com estruturas secundárias do tipo folha β, enquanto as 

variações em sua intensidade sugerem alterações na conformação global das proteínas 

(Zhao et al., 2015). Padrões de difração semelhantes já foram descritos para isolado 
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proteico de soro de leite (Ghadetaj; Almasi; Mehryar, 2018) e para extratos de G. lucidum 

(Mousavi et al., 2023), corroborando os resultados obtidos neste estudo. 

As bandas espectrais observadas por FTIR-ATR são características de proteínas e 

semelhantes ao descrito para isolados proteicos do soro de leite (Gbassi et al., 2026). As 

bandas em 3280, 2920, 1630, 1540, 1400 e 1050 cm-1 são atribuídas, respectivamente, às 

vibrações de estiramento dos grupos -OH associados ao -NH2, à presença de grupos -CH2, 

aos grupos amida I e amida II das proteínas e às ligações C-O, C-C e C-OH.  

Em G. lucidum, a região espectral entre 1700 e 1500 cm-1, correspondente às 

vibrações de estiramento das ligações amida, mostrou-se altamente informativa para a 

avaliação do conteúdo proteico, especialmente da proteína imunomoduladora fúngica 

FIP-glu/LZ-8 (Choong et al., 2012). Essa região apresenta pequenas variações espectrais, 

refletindo a estabilidade do conteúdo proteico. Além disso, bandas em ~1648 cm-1 têm 

sido propostas como marcadores bioquímicos confiáveis para a presença de proteínas 

(Qiu et al., 2023). 

O extrato proteico obtido na condição E1NA apresentou estruturas secundárias 

compatível com o descrito para proteínas imunomoduladoras fúngicas, incluindo a FIP-

glu isolada de G. lucidum (Shao et al., 2019). Em contraste, as demais condições 

apresentaram maior proporção de estruturas desordenadas e não-determinadas, o que 

pode refletir tanto a presença de regiões intrinsecamente sem ordenação, quanto 

limitações na resolução estrutural da metodologia empregada (De Meutter; 

Goormaghtigh, 2021). Além disso, não se pode descartar a influência de outras moléculas 

presentes nos extratos, uma vez que interações entre proteínas e polifenóis podem 

promover alterações conformacionais e modificar a estabilidade estrutural das proteínas 

(Yang et al., 2019). 

Estudos anteriores com a biomassa micelial de G. lucidum relataram valores de 

CI50 para inibição do radical ABTS•+ de 927 µg·mL-1 em extrato aquoso (Mohsin; Negi; 

Ahmed, 2011) e atividade específica de 2,47 µg de proteína·mL-1 (Sa-ard et al., 2015). 

Para o radical DPPH•, foram descritos valores de CI50 de 2067,47 µg·mL-1 para extratos 

aquosos (Lee; Lim, 2019), 9000 µg·mL-1 para extratos metanólicos (Rajoriya; Tripathy; 

Gupta, 2015) e 135,4 µg·mL-1 para uma glicoproteína isolada de G. lucidum (Wu; Wang, 

2009). Em comparação, os resultados obtidos neste estudo, especialmente para o extrato 

E1NA, evidencia-se o elevado potencial antioxidante, reforçando a influência das 

condições de fermentação submersa na biossíntese de compostos bioativos. 

A elevada capacidade de sequestro de radicais livres observada nos extratos 
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proteicos pode estar relacionada à presença de proteínas ricas em aminoácidos como 

tirosina, fenilalanina, triptofano, cisteína, lisina, arginina e histidina. Esses resíduos são 

capazes de doar elétrons ou átomos de hidrogênio, neutralizando espécies reativas e 

protegendo biomoléculas contra danos oxidativos (Elias; Kellerby; Decker, 2008). 

Os ensaios com os radicais DPPH• e ABTS•+ diferem quanto aos seus mecanismos 

de avaliação da capacidade antioxidante. O radical DPPH• pode ser estabilizado tanto pela 

transferência de elétrons quanto pela doação de átomos de hidrogênio, enquanto o ABTS•+ 

reage preferencialmente com compostos capazes de doar hidrogênio (Boligon; Machado; 

Athayde, 2014; Nimse; Pal, 2015). Em razão de sua maior sensibilidade e da cinética de 

reação mais rápida (Martysiak-Żurowska; Wenta, 2012), o método ABTS•+ é considerado 

mais adequado para avaliar a atividade antioxidante de proteínas, que são 

predominantemente moléculas hidrofílicas (Chen et al., 2023). 

Os resultados obtidos no ensaio de habilidade quelante foram comparáveis aos 

descritos para extratos metanólicos de basidiomas de Ganoderma tsugae, que 

apresentaram aproximadamente 65% de quelação na concentração de 10 mg·mL-1 (Mau 

et al., 2005), e para polissacarídeos de G. lucidum, com cerca de 70% de quelação na 

mesma concentração (Kozarski et al., 2012). Esses resultados reforçam o potencial 

antioxidante e a capacidade de quelação de metais dos extratos proteicos de G. 

sichuanense. 

Quanto ao poder redutor, o extrato etanólico de basidiomas de G. lucidum 

apresentou atividade significativamente inferior, sendo necessárias concentrações 

superiores a 160 mg·mL-1 para atingir absorbância de 1,0 (Rajasekaran; Kalaimagal, 

2011). De forma semelhante, o extrato metanólico dos basidiomas do cogumelo 

comestível Pleurotus eous apresentou absorbância de 1,132 na concentração de 10 

mg·mL-1 (Sudha et al., 2012). Em comparação, os extratos proteicos obtidos neste estudo 

demonstraram elevada capacidade redutora em concentrações substancialmente menores. 

A capacidade dos extratos proteicos de interagir com íons metálicos, 

especialmente ferro, pode ser atribuída à presença de resíduos de aminoácidos contendo 

grupos doadores de elétrons, como histidina (nitrogênio), glutamato e aspartato 

(oxigênio) e metionina e cisteína (enxofre), capazes de formar complexos de coordenação 

com íons metálicos (Quintanar; Rivillas-Acevedo, 2013). Da mesma forma, a atividade 

quelante pode estar relacionada à presença de grupos funcionais, como hidroxila (-OH), 

tiol (-SH) e carboxila (-COOH), presentes nas cadeias laterais das proteínas, que atuam 

como ligantes e estabilizam esses complexos metálicos (Kontoghiorghes; Kontoghiorghe, 
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2020). 

Proteínas de baixa massa molecular, geralmente com massa molecular entre 12 e 

15 kDa, incluindo as FIPs, têm sido associadas à maior atividade antioxidante em G. 

lucidum (Lin et al., 2022; Sarnthima; Khammaung; Sa-ard, 2017). Assim, a maior 

intensidade de bandas proteicas abaixo de 25 kDa, observada para os extratos proteicos 

E1NA e E4NA, sugere associação com o maior potencial atividade antioxidante desses 

extratos. 

Embora a hidrólise enzimática seja frequentemente empregada para aumentar a 

biodisponibilidade e a atividade biológica de peptídeos, estudos com G. lucidum indicam 

que esse processo pode reduzir a atividade antioxidante (Sarnthima; Khammaung; Sa-

ard, 2017). Nesse contexto, os extratos proteicos de G. sichuanense obtidos no presente 

trabalho representam uma alternativa promissora, por dispensarem tratamentos 

enzimáticos adicionais e manterem elevada atividade antioxidante, características que 

favorecem sua aplicação em processos biotecnológicos.  

Estudos envolvendo proteínas provenientes do micélio e do caldo fermentado de 

G. lucidum demonstraram a presença de bandas proteicas ausentes nos basidiomas, 

sugerindo que determinadas proteínas podem ser sintetizadas em resposta às condições 

impostas pela fermentação submersa (Sa-ard et al., 2015; Sarnthima; Khammaung; Sa-

ard, 2017). Nesse sentido, diferenças na intensidade e na massa molecular das bandas 

proteicas também podem refletir modificações pós-traducionais, processos de proteólise, 

variabilidade genética entre linhagens e condições de cultivo, incluindo a exposição a 

fatores de estresse (Li et al., 2018). 

A exposição de fungos a condições de estresse térmico e oxidativo pode aumentar 

a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), que atuam como moléculas 

sinalizadoras na ativação de respostas adaptativas ao estresse (Liu et al., 2018). Como 

consequência, ocorre a indução da síntese de proteínas e de outras moléculas 

antioxidantes, contribuindo para a proteção celular frente aos danos oxidativos (Morano; 

Grant; Moye-Rowley, 2012; Zhang et al., 2016). Embora não tenham sido encontrados 

estudos demonstrando a produção de proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins 

– HSPs) por G. lucidum em resposta ao estresse oxidativo, sua indução durante a 

fermentação submersa sob estresse térmico já é relatada (Liu et al., 2017).  

O estresse oxidativo também pode promover alterações no metabolismo fúngico, 

modulando a expressão de diversas proteínas (Li et al., 2011). Entre elas, destacam-se as 

HSPs, cuja expressão pode ser aumentada em resposta a variações de temperatura, pH e 
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condições oxidativas, desempenhando papel fundamental na manutenção da homeostase 

celular (Tiwari; Thakur; Shankar, 2015). 

Durante a fermentação submersa, a agitação favorece a transferência de oxigênio 

para o meio de cultivo, contribuindo para o equilíbrio entre a disponibilidade de oxigênio 

e o consumo metabólico do fungo (Kachrimanidou et al., 2023). Em contrapartida, a 

ausência de agitação pode reduzir a transferência de oxigênio, favorecendo condições de 

limitação de oxigênio, fenômeno já descrito em processos fermentativos com fungos 

(Weber; Agblevor, 2005).  

Considerando a maior produção de proteínas e a maior atividade antioxidante 

observadas na ausência de agitação, propõe-se que a limitação na transferência de 

oxigênio possa ter desencadeado respostas adaptativas relacionadas ao estresse oxidativo, 

culminando no aumento da produção de proteínas com potencial antioxidante (Figura 10). 

Embora esse mecanismo não tenha sido investigado diretamente neste estudo, ele fornece 

uma hipótese para explicar os resultados obtidos e indica que o controle da transferência 

de oxigênio pode representar uma estratégia promissora para otimizar a produção de 

proteínas bioativas por G. sichuanense. 

Figura 10 – Mecanismo proposto para a indução de estresse oxidativo durante a fermentação submersa de 

Ganoderma sichuanense sob condição estática. Figura criada no BioRender. Pessoa, V. (2024). 

https://BioRender.com/k64h913. 
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O modelo de Gompertz, amplamente utilizado para descrever a cinética de 

crescimento microbiano em condições controladas (Tarlak, 2020) e o acúmulo de 

biomassa de cogumelos (Kumar et al., 2020), mostrou-se adequado para descrever o 

crescimento de G. sichuanense sob cultivo estático. De forma semelhante, na fermentação 

submersa de Ganoderma sp. conduzida sob agitação a 100 rpm, o modelo de Gompertz 

também apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais, com taxa específica de 

crescimento de 0,0087 h-1 (Rosales-López et al., 2022). Esses resultados demonstram que 

o cultivo estático constitui uma estratégia eficiente para a produção de biomassa fúngica, 

além de favorecer a obtenção de extratos proteicos com elevado potencial antioxidante. 

Apesar de o fungo ter colonizado completamente a superfície do meio de cultivo 

no 12º dia, o crescimento permaneceu na fase exponencial. Esse período é adequado para 

a coleta da biomassa, uma vez que é caracterizado pela intensa síntese de metabólitos 

primários, incluindo proteínas essenciais para a proliferação e o desenvolvimento celular 

(Sanchez; Demain, 2008). Dessa forma, a interrupção do cultivo nesse momento mostrou-

se apropriada e compatível com o objetivo de maximizar a produção de proteínas. 

A acidificação do meio de cultivo observada ao final da fermentação constitui um 

fenômeno comum em processos fermentativos envolvendo fungos, estando associada à 

produção de ácidos orgânicos decorrentes do metabolismo de carboidratos (Fang; Zhong, 

2002). As “hifas tipo chifre de veado” observadas neste estudo também já foram descritas 

em G. lucidum, G. carnosum, G. resinaceum, G. sinense e G. oregonense, sendo mais 

abundantes durante o desenvolvimento do micélio aéreo (Adaskaveg; Gilbertson, 1986; 

Boromenskyi; Bisko, 2019). Considerando que essa morfologia diferenciada está 

associada ao intenso remodelamento da parede celular e à síntese de proteínas estruturais 

e secretadas, levanta-se a hipótese de que sua ocorrência possa estar relacionada ao maior 

acúmulo de proteínas observado na condição E1NA. Entretanto, essa hipótese deverá ser 

confirmada em estudos futuros. 

Estudos futuros deverão concentrar-se na identificação das proteínas presentes no 

extrato E1NA por técnicas proteômicas, permitindo a caracterização molecular dos 

principais componentes responsáveis pela atividade observada. Além disso, a avaliação 

do potencial biológico desse extrato em modelos celulares, a ampliação da produção em 

escala piloto e a investigação da estabilidade dos extratos sob diferentes condições de 

processamento constituem etapas importantes para validar sua aplicabilidade 

biotecnológica e subsidiar futuras aplicações industriais. 
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5.5. Conclusões 

Os extratos proteicos obtidos da biomassa de G. sichuanense CC22 foram 

caracterizados estruturalmente e demonstraram potencial para aplicações 

biotecnológicas. O extrato obtido a partir do cultivo sem agitação em meio contendo 10 

g·L-1 de glicose, 2,5 g·L-1 de peptona de soja e 5 g·L-1 de extrato de levedura (E1NA) 

destacou-se por apresentar maior concentração de proteínas e compostos fenólicos, além 

de elevada atividade antioxidante, sugerindo a formação de complexos proteína-fenol 

favoráveis à atividade antioxidante, com baixo CI50 nos ensaios com ABTS•+ e DPPH• e 

elevado poder redutor de Fe3+.  

A ausência de agitação durante o cultivo induziu a presença de proteínas distintas 

daquelas observadas sob agitação, possivelmente relacionadas a respostas ao estresse 

oxidativo decorrente da limitação da transferência de oxigênio. Além disso, a presença 

de hifas do tipo chifre de veado esteve associada a biomassa com maior conteúdo 

proteico, sugerindo que essa morfologia favoreça o acúmulo dessas moléculas. Em 

conjunto, esses resultados demonstram que a manipulação das condições de fermentação 

submersa constitui uma estratégia eficaz para modular a produção de proteínas 

antioxidantes por G. sichuanense. 
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Resumo 

Ganoderma sp. 1962 é um isolado amazônico com potencial relatado para a produção de compostos 

bioativos; entretanto, os efeitos dos parâmetros de fermentação submersa sobre a arquitetura micelial, a 

recuperação e a bioatividade de extratos proteicos ainda são pouco compreendidas. Neste estudo, foi 

avaliada a influência de diferentes condições de fermentação submersa na obtenção de proteínas 

antioxidantes de Ganoderma sp. 1962. A identificação molecular foi realizada por meio do sequenciamento 

da região espaçadora interna transcrita (ITS), seguida de análise filogenética. O isolado foi cultivado em 

quatro composições de meio de cultivo, em condições agitadas (A) e não agitadas (NA), totalizando oito 

condições experimentais. A biomassa micelial foi caracterizada por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletância total atenuada 

(FTIR-ATR). Os extratos proteicos obtidos da biomassa micelial foram avaliados quanto ao teor de 

proteínas solúveis, compostos fenólicos totais (CFT) e açúcares redutores (AR). A atividade antioxidante 

foi determinada pelos ensaios de sequestro dos radicais ABTS•+ e DPPH•, habilidade quelante de metais e 

poder redutor. A análise das sequências de ITS por BLASTn revelou elevada similaridade (>98% de 

identidade) com Ganoderma multiplicatum, resultado posteriormente confirmado pela análise filogenética 

utilizando sequências de referência disponíveis no GenBank. A produção de biomassa variou entre 5,57 e 

8,73 g·L-1, sendo observadas diferenças expressivas no consumo de glicose entre as condições de cultivo e 

maior tendência à acidificação do meio em condição agitação. As diferenças macromorfológicas foram 

caracterizadas principalmente pela formação de pellets nas condições agitadas e de agregados miceliais nas 

condições sem agitação. A análise micromorfológica revelou características dependentes das condições de 

cultivo, incluindo a formação de hifas curtas e altamente ramificadas do tipo chifre de veado nas condições 

sem agitação, enquanto o cultivo sob agitação favoreceu a formação de hifas longas e filamentosas. A 

análise por FTIR-ATR evidenciou diferenças espectrais significativas entre as biomassas, indicando que a 

composição do meio de cultivo influenciou fortemente a sua composição química. A condição E3NA 



107  

(Experimento 3, não agitada) apresentou o maior teor de proteínas solúveis (218,35 ± 16,95 mg·g-1 de 

extrato), enquanto a condição E1A (Experimento 1, sob agitação) apresentou os maiores teores de açúcares 

redutores (25,50 ± 1,59 mg·g-1 de extrato) e compostos fenólicos totais (31,96 ± 1,39 mg EAG·g-1 de 

extrato). O extrato E1A apresentou a maior atividade antioxidante, com valores de 90,34 ± 0,66% para 

ABTS•+, 68,09 ± 1,74% para DPPH• e poder redutor de 0,335 ± 0,011, sugerindo que as interações entre 

proteínas e compostos fenólicos, bem como entre proteínas e carboidratos, podem contribuir para a 

atividade antioxidante, conforme evidenciado pela análise de correlação. Embora a fermentação sem 

agitação tenha favorecido a recuperação de proteínas solúveis, as interações entre proteínas e metabólitos 

parecem desempenhar um papel mais relevante na atividade antioxidante. Em conjunto, este estudo fornece 

evidências inéditas do potencial de G. multiplicatum para a produção de proteínas antioxidantes por 

fermentação submersa. 

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Biomassa micelial; Extratos proteicos; Fermentação submersa; 

Ganoderma amazônico. 

Abstract 

Ganoderma sp. 1962 is an Amazonian isolate with reported potential for the production of bioactive 

compounds; however, the effects of specific submerged fermentation parameters on mycelial architecture 

and on the recovery and bioactivity of protein extracts remain poorly understood. In this study, the influence 

of different submerged fermentation conditions on the recovery of antioxidant proteins from Ganoderma 

sp. 1962 was evaluated. Molecular identification was performed by sequencing the internal transcribed 

spacer (ITS) region followed by phylogenetic analysis. The isolate was cultivated under four nutrient 

compositions combined with agitated (A) and non-agitated (NA) regimes, resulting in eight experimental 

conditions. Mycelial biomass was structurally characterized using scanning electron microscopy (SEM) 

and Attenuated Total Reflection–Fourier Transform Infrared (FTIR-ATR) spectroscopy. Protein extracts 

obtained from the mycelial biomass were analyzed for soluble protein content, total phenolic compounds 

(TPC), and reducing sugars (RS). Antioxidant activity was assessed using ABTS•+, DPPH•, metal chelating 

ability, and reducing power assays. BLAST analysis of ITS rDNA sequences revealed high similarity 

(>98% identity) to Ganoderma multiplicatum, which was subsequently confirmed by phylogenetic analysis 

using reference sequences from GenBank. Biomass production ranged from 5.57 to 8.73 g L-1, with marked 

variation in glucose consumption among conditions and a stronger tendency toward pH acidification under 

agitated cultivation. Macromorphological differences were predominantly characterized by pellet 

formation under agitated cultivation and by mycelial aggregates under static conditions. 

Micromorphological analysis revealed cultivation-dependent traits, including the formation of short, highly 

branched “staghorn” hyphae under non-agitated conditions, whereas agitated cultures promoted long, 

filamentous hyphae. FTIR-ATR analysis showed significant spectral differences among samples, indicating 

that culture medium composition strongly influenced the chemical composition of the biomass. The E3NA 

condition (Experiment 3, non-agitated) yielded the highest soluble protein content (218.35 ± 16.95 mg g-1 

extract), while E1A (Experiment 1, agitated) exhibited the highest levels of RS (25.50 ± 1.59 mg g-1 extract) 

and TPC (31.96 ± 1.39 mg GAE g-1 extract). The E1A extract showed the strongest antioxidant activity, 

with values of 90.34 ± 0.66% (ABTS•+), 68.09 ± 1.74% (DPPH•), and 0.335 ± 0.011 (reducing power), 

suggesting that protein–phenol and protein–carbohydrate interactions may contribute to antioxidant 

activity, as supported by correlation analysis. Although non-agitated fermentation favored soluble protein 

recovery, protein–metabolite interactions may play a more relevant role in antioxidant activity. Overall, 

this study provides novel evidence of the potential of G. multiplicatum to produce antioxidant proteins 

under submerged fermentation. 

Keywords: Amazonian Ganoderma; Antioxidant activity; Mycelial biomass; Protein extracts; 

Submerged fermentation. 

6.1. Introdução 

O gênero Ganoderma compreende um grupo de cogumelos medicinais 

amplamente reconhecido por sua capacidade de produzir uma variedade de compostos 

bioativos de relevância farmacológica, incluindo terpenoides, polissacarídeos, esteroides, 
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alcaloides e proteínas (Lin et al., 2022; Yang et al., 2019). Dentre esses compostos, os 

polissacarídeos e os triterpenos têm sido amplamente investigados, enquanto as proteínas 

e outras classes de metabólitos permanecem comparativamente pouco exploradas, apesar 

de seu expressivo potencial biológico (Li et al., 2019). 

As proteínas derivadas de Ganoderma compreendem diferentes classes funcionais 

com reconhecida relevância para a saúde humana. Entre elas, destacam-se as proteínas 

imunomoduladoras fúngicas (Fungal Immunomodulatory Proteins – FIPs), que têm 

despertado crescente interesse devido às suas atividades imunomoduladora, antitumoral, 

antiviral, antialérgica, hemaglutinante, antioxidante, entre outras (Qu et al., 2018). Nesse 

contexto, a região Amazônica representa um reservatório promissor de diversidade 

fúngica ainda pouco explorada, oferecendo potencial para a identificação de novas 

linhagens capazes de sintetizar proteínas com características bioquímicas e funcionais 

únicas (Sales-Campos et al., 2021). 

Um exemplo desse potencial é o fungo Ganoderma sp. 1962, isolado em Manaus, 

Amazonas, Brasil (Gouvêa et al., 2023). Essa linhagem tem demonstrado elevada 

capacidade de síntese proteica, evidenciada pelo aumento do teor de proteínas em 

resíduos pós-cultivo (Gouvêa et al., 2023) e pela produção de proteínas de interesse 

farmacológico, como enzimas fibrinolíticas e inibidores de proteases, quando cultivada 

em resíduos lignocelulósicos amazônicos (Chevreuil et al., 2025). 

Estudos comparativos entre Ganoderma sp. 1962 e uma linhagem comercial de 

Ganoderma sichuanense revelaram diferenças significativas na produção de biomassa 

micelial durante a fermentação submersa (Silva et al., 2024). Entretanto, é importante 

destacar que as condições de cultivo desempenham papel fundamental no conteúdo de 

proteínas, o qual nem sempre está diretamente relacionado à elevada produção de 

biomassa micelial (Pessoa et al., 2023). Essa dissociação evidencia a necessidade não 

apenas de otimizar as estratégias de cultivo para maximizar a recuperação de proteínas, 

mas também de empregar abordagens analíticas capazes de avaliar, de forma rápida, a 

composição da biomassa produzida. 

Nesse contexto, técnicas analíticas rápidas e não destrutivas têm adquirido 

crescente importância. A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) tem se mostrado uma ferramenta eficiente para a identificação e caracterização de 

biopolímeros e outros metabólitos (Synytsya et al., 2024). Em particular, a espectroscopia 

por refletância total atenuada acoplada à FTIR (FTIR-ATR) permite a análise de grupos 

funcionais relacionados às proteínas de forma não destrutiva, tornando-a uma técnica 
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adequada para aplicações industriais de baixo custo e passíveis de escalonamento 

(Andrade et al., 2019). No entanto, a composição química da biomassa, por si só, não 

explica integralmente as diferenças na síntese de metabólitos, uma vez que a fisiologia 

fúngica também é fortemente influenciada pela organização morfológica durante a 

fermentação submersa. 

Paralelamente, a engenharia morfológica tem ganhado destaque como uma 

abordagem para correlacionar a morfologia fúngica com a síntese de metabólitos 

específicos (Antecka; Bizukojc; Ledakowicz, 2016). Estudos nessa área demonstram, por 

exemplo, alterações na estrutura da parede celular, formação de pellets e síntese de 

proteínas enriquecidas com selênio por Ganoderma lucidum como mecanismos que 

aumentam a tolerância ao selenito de sódio durante a fermentação submersa (Xu et al., 

2024). No entanto, a maior parte das evidências disponíveis concentra-se em classes de 

metabólitos distintas das proteínas, e a influência das características morfológicas 

induzidas pelas condições de cultivo sobre o desempenho funcional de extratos proteicos 

obtidos por fermentação submersa ainda permanece pouco compreendida. 

Apesar de estudos anteriores relatarem a capacidade de Ganoderma sp. 1962 em 

produzir proteínas, a relação entre as condições de fermentação submersa, a arquitetura 

micelial e a atividade antioxidante ainda não é descrita. Dessa forma, este estudo teve 

como objetivo investigar como condições de fermentação submersa modulam a 

morfologia micelial, a composição da biomassa e as propriedades antioxidantes de 

extratos proteicos de um isolado amazônico de Ganoderma. Por meio da integração de 

análises microscópicas, caracterização bioquímica e ensaios de atividade antioxidante, 

este trabalho busca elucidar a relação entre as condições de cultivo, a arquitetura micelial 

e a bioatividade antioxidante em cultivos fúngicos submersos. 

6.2. Material e Métodos 

6.2.1. Material biológico e caracterização molecular 

O macrofungo Ganoderma sp. isolado 1962 foi acessado pelo Laboratório de 

Cultivo de Fungos Comestíveis da Coordenação de Tecnologia e Inovação do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (COTEI-INPA), Manaus, Amazonas, Brasil. O 

isolado foi mantido em meio Batata-Dextrose-Ágar (BDA) para preservação e 

manutenção rotineira. 
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A fermentação submersa foi conduzida em meio glicose–extrato de levedura–

peptona (GYP), ajustado para pH 6,0, com incubação a 25 °C por 10 dias sob condição 

estática, conforme descrito anteriormente (Pessoa et al., 2023). A condição estática foi 

adotada para obtenção de biomassa micelial padronizada destinada à extração de DNA 

genômico, uma vez que cultivos sob agitação frequentemente promovem o acúmulo de 

polissacarídeos, os quais podem interferir na eficiência e na pureza da extração de DNA. 

A biomassa micelial recuperada foi macerada em nitrogênio líquido, e o DNA genômico 

foi extraído utilizando o kit PureLink™ Genomic DNA Kit (Invitrogen™), seguindo as 

instruções do fabricante. A integridade do DNA e a eficiência da extração foram avaliadas 

por eletroforese em gel de agarose a 1%. 

A região espaçadora interna transcrita (Internal Transcribed Spacer – ITS) foi 

amplificada por reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os pares de primers 

ITS1/ITS4 e ITS5/NL4, e os amplicons foram analisados em gel de agarose a 0,8%. O 

sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 em um 

sequenciador automático 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A qualidade das 

sequências foi avaliada por meio dos escores de qualidade Phred, e as leituras direta 

(forward) e reversa (reverse) foram montadas para obtenção de uma sequência consenso. 

A sequência obtida foi comparada com sequências de referência depositadas no banco de 

dados do NCBI por meio da ferramenta BLASTn. A sequência ITS gerada neste estudo 

foi depositada no GenBank sob o número de acesso PX736081. 

6.2.2. Construção da árvore filogenética 

A árvore filogenética foi inferida pelo método de Máxima Verossimilhança 

utilizando o software MEGA X, com o modelo de Kimura de dois parâmetros e 

distribuição gama discreta (+G) para considerar a variação das taxas de substituição entre 

os sítios, empregando 1000 réplicas de bootstrap. A visualização da árvore foi realizada 

no iTOL v7. O conjunto de dados foi composto por sequências da região ITS de espécies 

de Ganoderma obtidas no NCBI/GenBank, priorizando sequências derivadas de 

espécimes-tipo ou de referência (Anexos, Tabela suplementar 1), sendo Tomophagus 

colossus utilizado como grupo externo (outgroup). 
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6.2.3. Fermentação submersa 

Ganoderma sp. 1962 cultivado em meio BDA foi utilizado como inóculo para a 

fermentação submersa. Sete discos de micélio (Ø = 7 mm) foram inoculados em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de meio de cultivo com diferentes composições 

(Tabela 1), ajustado para pH 6,0. Os frascos foram incubados por 12 dias a 25 °C, agitados 

a 120 rpm (A) ou não agitados (NA), totalizando oito condições experimentais, com base 

nos parâmetros de cultivo previamente estabelecidos (Pessoa et al., 2023). Para cada 

condição experimental, foram preparados 25 frascos Erlenmeyer. 

Tabela 1 – Composição dos meios de cultivo utilizados nos diferentes experimentos. 

Meio de cultura 
Concentração (g.L-1) 

Glicose Peptona de soja Extrato de levedura 

Experimento 1 (E1) 10 2,5 5 

Experimento 2 (E2) 20 2,5 5 

Experimento 3 (E3) 10 5 5 

Experimento 4 (E4) 20 5 5 

6.2.4. Parâmetro de produção 

Após o período de fermentação, três frascos de cada condição foram selecionados 

aleatoriamente e utilizados como réplicas biológicas independentes para a determinação 

dos parâmetros de produção. O conteúdo dos frascos foi centrifugado (10.000 rpm, 10 

min, 20 °C) para separar a biomassa micelial do caldo fermentado. A produção de 

biomassa micelial (biomassa seca em g·L-1) foi estimada com base no peso seco após 

secagem em estufa a 60 °C. O consumo de glicose foi determinado pela quantificação dos 

açúcares redutores (AR) nos caldos fermentados utilizando o método do ácido 3,5-

dinitrossalicílico (DNS). O cálculo foi realizado subtraindo os valores dos controles (dia 

0, n = 3) pelo obtido no final da fermentação submersa (12º dia). 

6.2.5. Análise morfológica 

A macromorfologia fúngica foi documentada após a fermentação por meio de 

fotografias digitais, antes da separação do caldo fermentado, sendo selecionado, ao acaso, 

um frasco representante de cada condição. Para a análise micromorfológica, fragmentos 

de biomassa micelial in natura (~0,5 cm) foram fixados em solução de Karnovsky 

modificada (2% de formaldeído e 2,5% de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 
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0,2 M, pH 7,4) por 24 h à temperatura ambiente (25 °C). Após a fixação, as amostras 

foram lavadas quatro vezes com tampão cacodilato de sódio (0,2 M, pH 7,4) e pós-fixadas 

por 2 h em solução contendo tetróxido de ósmio a 1% e ferrocianeto de potássio a 0,8% 

(1:1, v/v), à temperatura ambiente. Em seguida, foram desidratadas em série crescente de 

etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e três etapas em etanol 100%), permanecendo 20 min 

em cada concentração, e submetidas à secagem por ponto crítico utilizando o 

equipamento Leica EM CPD300. 

O material seco foi montado em suportes de alumínio (stubs) utilizando fita de 

carbono e metalizado com platina até uma espessura aproximada de 10 nm em um 

metalizador Leica EM ACE600. As micrografias foram obtidas em diferentes ampliações 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM IT500HR), operando a 

uma tensão de aceleração de 5 kV, no modo de elétrons secundários. As características 

morfológicas foram avaliadas qualitativamente e interpretadas em conjunto com os dados 

de composição bioquímica e atividade antioxidante. 

6.2.6. Análise por espectroscopia no infravermelho 

Os espectros foram obtidos utilizando um espectrofotômetro de infravermelho por 

transformada de Fourier com refletância total atenuada (FTIR-ATR, Cary 630), na faixa 

espectral de 750 a 4000 cm⁻¹, com resolução de 8 varreduras. Para as análises, 5 mg das 

biomassas miceliais liofilizadas e pulverizadas de cada condição experimental foram 

analisados à temperatura ambiente (25 °C), sendo o espectro de fundo registrado antes de 

cada leitura. Os espectros foram obtidos a partir das amostras de biomassa reunidas, 

representativas de cada condição experimental. 

6.2.7. Extração de proteínas 

A biomassa micelial (5 g) foi submetida à extração de proteínas solúveis 

utilizando solução de cloreto de sódio 0,15 M, na proporção de 1:20 (m/v), sob agitação 

de 120 rpm por 2 h a 10 °C. Em seguida, o material foi centrifugado (10.000 × g, 20 min, 

4 °C), e o sobrenadante foi submetido à diálise contra água destilada por 48 h a 4 °C, 

utilizando membranas de celulose com cut-off de 12 kDa, obtendo-se extratos proteicos 

de média e alta massa molecular. Por fim, o material dialisado foi centrifugado novamente 

(4.667 × g, 20 min, 4 °C) e liofilizado. 
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6.2.8. Quantificação de biomoléculas 

A concentração de proteínas nos extratos foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), adaptado para microplacas de 96 poços, utilizando curva padrão de 

albumina sérica bovina (BSA). O teor de compostos fenólicos totais (CFT) foi 

determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, sendo os resultados expressos em 

miligramas de equivalentes de ácido gálico por grama de amostra (mg EAG·g-1 de 

extrato) (Oliveira-Junior et al., 2024). Os açúcares redutores (AR) foram quantificados 

pelo método do ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS), utilizando curva padrão de glicose 

para estimativa das concentrações (Pessoa et al., 2023). Todas as determinações foram 

realizadas em triplicata. 

6.2.9. Atividade antioxidante 

A atividade antioxidante dos extratos proteicos (5 mg.mL-1) foi determinada por 

meio dos ensaios de sequestro dos radicais 2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) (ABTS•+) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•), habilidade quelante de íons 

ferrosos e poder redutor de íons férricos, utilizando metodologias adaptadas para 

microplacas de 96 poços. No ensaio de poder redutor, o aumento da absorbância foi 

considerado indicativo de maior potencial antioxidante (Khatua; Ghosh; Acharya, 2017). 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

6.2.10. Delineamento experimental e análise estatística 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

em esquema fatorial 4 × 2 (quatro meios de cultivo × duas condições de cultivo). Todas 

as análises quantitativas foram realizadas em triplicata e submetidas à análise de variância 

(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nível de 

significância de 1% (p < 0,01), utilizando o software Statistica 7. Os dados obtidos por 

FTIR-ATR foram submetidos à análise quimiométrica por Análise de Componentes 

Principais (PCA). Adicionalmente, foi realizada a análise de correlação de Pearson entre 

as biomoléculas e a atividade antioxidante de todas as condições de cultivo. Ambas as 

análises foram conduzidas no software OriginPro 2025. 

6.3. Resultados 

6.3.1. Identificação do isolado 

A sequência da região ITS obtida apresentou elevada similaridade com fungos 

pertencentes à ordem Polyporales, particularmente com espécies do gênero Ganoderma, 
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quando comparada às sequências depositadas no banco de dados do NCBI. As maiores 

similaridades foram observadas com as linhagens de Ganoderma sp. CIRM-BRFM 1410 

e CIRM-BRFM 2361 (99,10% de identidade; 100% de cobertura da consulta; E-value = 

0,0, para ambos), bem como com os isolados de Ganoderma multiplicatum CC8 (98,74% 

de identidade; 100% de cobertura da consulta; E-value = 0,0) e Dai 17395 (98,73% de 

identidade; 99% de cobertura da consulta; E-value = 0,0). Na árvore filogenética 

construída com sequências representativas do gênero Ganoderma, o isolado amazônico 

agrupou-se em um único clado juntamente com G. multiplicatum, corroborando sua 

identificação taxonômica (Figura 1). 

Figura 1 – Árvore filogenética inferida pelo método de Máxima Verossimilhança, baseada nas sequências 

da região ITS, mostrando o posicionamento do isolado amazônico Ganoderma multiplicatum 1962 

(destacado em laranja).  

 

Os valores de bootstrap (1000 réplicas) estão indicados nos nós da árvore. Tomophagus colossus foi 

utilizado como grupo externo (outgroup). 

6.3.2. Parâmetros de crescimento 

O cultivo de G. multiplicatum 1962 sob diferentes condições de fermentação 

resultou em produção de biomassa micelial variando de 5,57 ± 0,89 g·L-1 (E3NA) a 8,73 



115  

± 0,16 g·L-1 (E4NA) (Figura 2A). O consumo de glicose por variou de 4,44 g·L-1 (E3NA) 

a 13,40 g·L-1 (E4NA) (Figura 2B). Observou-se acidificação do meio de cultivo em todas 

as condições avaliadas, com menores valores de pH final nos cultivos sob agitação 

(Figura 2C). A condição E1A apresentou o menor pH (3,00 ± 0,08), enquanto E3NA 

apresentou o maior valor (4,85 ± 0,27). As condições E4NA e E4A apresentaram os 

maiores valores de produção de biomassa e consumo de glicose entre as condições 

avaliadas (Figura 2D). 

Figura 2 – Parâmetros produtivos de Ganoderma multiplicatum 1962 cultivado sob diferentes condições 

de fermentação submersa. (A) Produção de biomassa seca; (B) consumo de glicose durante a fermentação; 

(C) pH final do meio de cultivo; e (D) gráfico radar resumindo os parâmetros de produção avaliados. 

 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão (n = 3). Letras distintas sobre as barras indicam 

diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,01), de acordo com análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. 

6.3.3. Morfologia fúngica 

Sob condições de cultivo com agitação, G. multiplicatum apresentou crescimento 

na forma de pellets, caracterizado por estruturas esféricas de superfície lisa. Em contraste, 
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o cultivo sem agitação resultou na formação de agregados miceliais entrelaçados e 

dispersos sobre a superfície do meio de cultivo (Figura 3). 

 O tamanho dos pellets variou entre as condições experimentais. A condição E1A 

apresentou pellets de tamanhos variados, enquanto E2A foi caracterizada 

predominantemente por pellets pequenos.  Na condição E3A observaram-se pellets de 

tamanho médio a grande, ao passo que E4A apresentou predominantemente pellets de 

tamanho intermediário. Também foram observadas variações na coloração dos meios de 

cultivo, incluindo a presença de tonalidades acobreadas em algumas condições. Nos 

cultivos sob agitação, especialmente nos experimentos 2 e 3, verificou-se ainda a adesão 

de agregados miceliais às paredes dos frascos Erlenmeyer (Figura 3). 

Figura 3 – Macromorfologia de Ganoderma multiplicatum 1962 cultivado sob diferentes condições de 

fermentação submersa. Imagens representativas do crescimento micelial nas condições com agitação e sem 

agitação, correspondentes aos Experimentos 1–4. 

 

Diferenças micromorfológicas foram observadas entre todas as condições de 

cultivo. Sob agitação verificaram-se predominantemente hifas filamentosas longas, 

rígidas e tubulares, enquanto o cultivo não agitado resultou em hifas curtas e altamente 

ramificadas, do tipo "chifre de veado" (Figura 4). Pequenas estruturas esféricas 

ornamentadas depositadas sobre as hifas foram observadas nas condições E1A, E2NA, 

E3A, E4A e E4NA (Figura 4I, J, M, O, P). Estruturas esféricas de superfície lisa 

associadas às hifas foram identificadas em E1A, E2NA e E4NA (Figura 4Q, T, X). 

Grampos de conexão foram observados em todas as condições experimentais, com 

exceção da E1A (Figura 4). Clamidósporos foram identificados nas condições E2NA e 

E3NA (Figura 4T, X). Estruturas de matriz extracelular (MEC), com morfologia 

semelhante a teia de aranha recobrindo as hifas, foram observadas em todas as condições 

de cultivo (Figura 4). 



117  

Figura 4 – Micromorfologia da biomassa micelial de Ganoderma multiplicatum 1962 obtida sob diferentes condições de fermentação submersa. Micrografias obtidas por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostrando a organização geral das hifas (A–H) e estruturas especializadas (I–X) nas condições com e sem agitação, nos quatro 

experimentos. As setas coloridas indicam as seguintes estruturas morfológicas: verde-escuro, hifas tubulares; vermelho, hifas do tipo “chifre de veado”; laranja, estruturas 

esféricas ornamentadas; verde-claro, estruturas esféricas de superfície lisa; rosa, conexões em grampo; azul-claro, clamidósporos; amarelo, matriz extracelular. 
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6.3.4. FTIR e quimiometria 

A análise por FTIR-ATR revelou um perfil consistente de bandas de absorção em 

todos os tratamentos, com padrões espectrais semelhantes entre as biomassas miceliais 

obtidas sob as diferentes condições de fermentação (Figura 5A). Entretanto, foram 

observadas diferenças na intensidade de absorbância entre as condições, destacando-se 

E3A e E1A, que apresentaram os maiores valores de absorbância. 

Os espectros apresentaram bandas de absorção em 3270 cm-1 (estiramento de O–

H e N–H), 2924 cm-1 (estiramento de C–H), 1624 cm-1 (amida I, estiramento de C=O) e 

1544 cm-1 (amida II, deformação angular de N–H), além de bandas entre 1403 e 1236 cm-

1 (deformação angular de C–H e estiramento de C–N), entre 1143 e 1023 cm-1 

(estiramento de C–O) e banda em 895 cm-1 (ligações glicosídicas do tipo β) (Figura 5A). 

O primeiro componente principal (PC1) explicou 97,1% da variância total, 

promovendo a separação das amostras ao longo do eixo X no gráfico de PCA (Figura 

5B). A análise dos loadings indicou que a região espectral compreendida entre 1150 e 

950 cm-1 foi a que mais contribuiu para a separação das amostras. 

Figura 5 – (A) Espectros de FTIR-ATR da biomassa micelial de Ganoderma multiplicatum 1962 obtida 

sob diferentes condições de fermentação submersa; e (B) gráfico de escores da Análise de Componentes 

Principais (PCA) baseado nos dados espectrais. U.A.: unidades de absorbância. E: experimento (1–4); A: 

cultivo sob agitação; NA: cultivo sem agitação. 

 

6.3.5. Caracterização dos extratos proteicos 

6.3.5.1. Microestrutura 

A análise da microestrutura dos extratos proteicos revelou padrões morfológicos 

distintos entre as diferentes condições de fermentação. O extrato da condição E1A 

apresentou uma morfologia altamente fragmentada, composta por placas lamelares 
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irregulares com bordas serrilhadas. Características semelhantes, embora menos 

fragmentadas, também foram observadas nas condições E4A e E4NA. Em contraste, os 

extratos das condições E1NA, E2A e E2NA apresentaram estruturas lamelares maiores, 

delgadas e mais dispersas, com aspecto relativamente uniforme. Um terceiro padrão 

microestrutural foi observado nas condições E3A e E3NA, caracterizado por estruturas 

compactas e agregadas, formando aglomerados ou grânulos densos (Figura 6). 

Figura 6 – Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos extratos proteicos 

obtidos da biomassa micelial de Ganoderma multiplicatum 1962 produzida sob diferentes condições de 

fermentação submersa, evidenciando alterações nos padrões de fragmentação. Imagens representativas dos 

extratos obtidos sob condições com agitação (A) e sem agitação (NA). E: experimento (1–4). 

 

6.3.5.2. Composição bioquímica 

O teor de proteínas solúveis foi maior nos extratos obtidos sob condições não 

agitadas, destacando-se a condição E3NA (218,35 ± 16,95 mg·g-1 de extrato) (Figura 7A). 

Em contrapartida, os maiores teores de compostos fenólicos totais e de açúcares redutores 

foram observados nos extratos obtidos sob agitação (Figura 7B e C). 

Apesar de E1A apresentar uma das menores concentrações de proteínas (80,03 ± 

13,37 mg·g-1 de extrato), exibiu os maiores teores de açúcares redutores (25,50 ± 1,59 

mg·g-1 de extrato) e de compostos fenólicos (31,96 ± 1,39 mg EAG·g-1 de extrato) (Figura 

7A–C). Esse perfil refletiu-se na composição relativa dos extratos, na qual E3NA 

apresentou a maior proporção de proteínas, enquanto E1A apresentou a menor (Figura 

7D). 
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Figura 7 – Concentração de (A) proteínas solúveis, (B) açúcares redutores, (C) compostos fenólicos totais 

e (D) composição percentual relativa dessas biomoléculas nos extratos proteicos de Ganoderma 

multiplicatum 1962 obtidos sob diferentes condições de fermentação submersa.  

 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão (n = 3). Letras distintas sobre as barras indicam 

diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,01), de acordo com análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. 

6.3.6. Atividade antioxidante 

O extrato E1A apresentou a maior atividade sequestradora de radicais livres, com 

valores de inibição de 90,34 ± 0,66% para o radical ABTS•+ e de 68,09 ± 1,74% para o 

radical DPPH• (Figura 8A e B). Todos os extratos apresentaram baixa habilidade quelante 

de metais, sendo o maior valor observado para a condição E3NA (44,66 ± 1,97%) (Figura 

8C). No ensaio de poder redutor férrico (FRAP), o extrato E1A apresentou a maior 

absorbância (0,335 ± 0,011), indicando maior capacidade antioxidante em comparação às 

demais condições (Figura 8D). 
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Figura 8 – Atividade antioxidante dos extratos proteicos de Ganoderma multiplicatum 1962 obtidos sob 

diferentes condições de fermentação submersa, avaliada pelos ensaios de (A) ABTS•+, (B) DPPH•, (C) 

habilidade quelante de metais e (D) poder redutor férrico.  

 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão (n = 3). Letras distintas sobre as barras indicam 

diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,01), de acordo com análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. 

A análise de correlação de Pearson foi realizada para avaliar as relações entre o 

teor de proteínas solúveis, compostos fenólicos totais e açúcares redutores na atividade 

antioxidante. Os compostos fenólicos totais e os açúcares redutores apresentaram 

correlação positiva com os ensaios de ABTS•+, DPPH• e poder redutor. Em contraste, a 

habilidade quelante de metais apresentou correlação positiva com o teor de proteínas 

solúveis (Figura 9). 
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Figura 9 – Matriz de correlação de Pearson ilustrando as relações entre o teor de proteínas solúveis, 

compostos fenólicos totais, açúcares redutores e as atividades antioxidantes (ABTS•+, DPPH•, habilidade 

quelante e poder redutor) sob diferentes condições de fermentação submersa. A intensidade das cores 

representa a magnitude e a direção dos coeficientes de correlação de Pearson (r). 

 

6.4. Discussão 

Embora uma cultura fúngica pura já tivesse sido obtida e identificada 

provisoriamente como Ganoderma sp. 1962, com base em características 

macromorfológicas, até o momento não havia sido realizada sua identificação molecular 

(Gouvêa et al., 2023). Considerando as limitações da identificação baseada 

exclusivamente em características morfológicas no gênero Ganoderma, que apresenta 

elevada plasticidade fenotípica, a utilização de marcadores moleculares é indispensável 

para uma identificação precisa em nível de espécie.  

A região espaçadora interna transcrita (ITS) é amplamente reconhecida como o 

“código de barras molecular universal” para a identificação de fungos (Liao et al., 2015). 

A eficiência do sequenciamento da região ITS para a autenticação e identificação de 

espécies de Ganoderma e de seus produtos comerciais é bem estabelecida, permitindo 

análises confiáveis em diferentes tipos de amostras, incluindo micélio fresco e materiais 

desidratados (Gunnels et al., 2020; Loyd et al., 2018; Raja et al., 2017). 

O isolado identificado foi identificado como Ganoderma multiplicatum, uma 

espécie neotropical originalmente descrita no Brasil e reconhecida por sua elevada 

variabilidade morfológica, fator que historicamente contribuiu para sua identificação 

equivocada como G. lucidum (Torres-Torres et al., 2013). No Brasil, essa espécie já foi 

registrada nos estados de Alagoas, Amazonas, Mato Grosso do Sul, Pará, Rio de Janeiro, 
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Paraíba, Rondônia e Roraima. No Amazonas, sua ocorrência foi documentada nos 

municípios de Humaitá, Barcelos e Manaus (Bolaños; Bononi; Gugliotta, 2016; Steyaert, 

1980). 

Estudos anteriores demonstraram o potencial antimicrobiano dessa espécie frente 

a patógenos humanos, bem como seus efeitos antiproliferativos sobre linhagens tumorais 

de mama, pulmão, colo do útero e cólon (Espinosa-García et al., 2021; Sharifi et al., 

2012). Entretanto, essas investigações concentraram-se principalmente em metabólitos 

secundários e polissacarídeos obtidos de basidiomas coletados na natureza. Em 

contrapartida, estudos direcionados à obtenção de proteínas bioativas de G. multiplicatum 

produzidas por fermentação submersa ainda são escassos. 

A produção de biomassa obtida neste estudo foi superior à reportada por Silva et 

al. (2024), que registraram produção máxima de 4,5 g.L-1 ao cultivar a mesma linhagem 

por fermentação submersa em meios Melin-Norkrans Modificado (MNM) e 

Polissacarídeo (POL), durante 14 dias. O maior acúmulo de biomassa pode estar 

associado às diferenças na composição do meio de cultivo, especialmente à utilização de 

fontes orgânicas de nitrogênio prontamente assimiláveis, como extrato de levedura e 

peptona de soja, que reduzem o custo metabólico da assimilação de nitrogênio por 

fornecerem aminoácidos e peptídeos (Lima-Silva et al., 2026). Além disso, a ausência de 

sais inorgânicos pode ter contribuído para o melhor crescimento, semelhante ao descrito 

para a fermentação submersa de Ganoderma curtissii (Rosales-López et al., 2022). 

A composição do meio de cultivo foi o principal fator responsável pela produção 

de biomassa, uma vez que não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre as condições com e sem agitação para um mesmo meio. Em 

concordância com estudo anterior realizado com G. sichuanense CC22, maiores valores 

de biomassa foram obtidos na concentração de 20 g·L-1 de glicose em comparação a 10 

g.L-1, independentemente da concentração de peptona de soja (Pessoa et al., 2023). Esse 

comportamento pode estar relacionado às diferenças na relação carbono:nitrogênio (C:N), 

uma vez que a maior disponibilidade de carbono favorece o crescimento micelial e a 

formação de biomassa nas condições avaliadas. 

A glicose é amplamente reconhecida como uma importante fonte de carbono para 

o crescimento micelial e a produção de biomoléculas em espécies de Ganoderma (Lim; 

Ilham; Wan-Mohtar, 2024), constituindo, portanto, um parâmetro relevante de avaliação. 

Em fermentação submersa, a linhagem domesticada G. sichuanense CC22, caracterizada 

por crescimento e produção estáveis, apresenta consumo de glicose limitado a 

aproximadamente 8 g.L-1 (Pessoa et al., 2023). Em contraste, o isolado amazônico 
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avaliado no presente estudo apresentou maior consumo desse substrato, sugerindo um 

metabolismo do carbono mais ativo. Essa diferença pode refletir características 

metabólicas distintas entre linhagens silvestres e domesticadas, reforçando o potencial de 

isolados silvestres de Ganoderma para aplicações em bioprocessos. 

Em cultivos submersos de Ganoderma, o consumo de glicose entre 5 e 10 g.L-1 é 

geralmente considerado elevado e tem sido associado à produção de ácidos orgânicos, 

resultando em uma redução concomitante do pH do meio (Fang; Zhong, 2002), padrão 

também observado no presente estudo, especialmente nas condições sob agitação. 

Basidiomicetos cultivados em fermentação submersa na presença de glicose são 

conhecidos por produzir ácidos orgânicos, como os ácidos oxálico e L-málico, além de 

intermediários de baixa massa molecular do ciclo dos ácidos tricarboxílicos (Takao, 

1965). Além disso, espécies de Ganoderma podem sintetizar metabólitos secundários 

conhecidos coletivamente como ácidos ganodéricos, os quais também podem contribuir 

para a acidificação do meio de cultivo (Yan et al., 2022). 

A condição E3NA apresentou a menor produção de biomassa e foi acompanhada 

por menor consumo de glicose e variações menos pronunciadas do pH em comparação às 

demais condições. Resultados semelhantes foram relatados para G. sichuanense CC22, 

em que menores rendimentos de biomassa sob cultivo estático foram associados à 

distribuição limitada de nutrientes decorrente da ausência de mecanismos de mistura e 

homogeneização (Pessoa et al., 2023). Nesse contexto, a relação carbono:nitrogênio 

(C:N) é um fator amplamente reconhecido por influenciar o crescimento micelial e a 

produção de metabólitos em cultivo de cogumelos (Han et al., 2024). 

A composição do meio de cultivo e a agitação são fatores conhecidos por 

influenciar a formação de pellets, a morfologia fúngica e a síntese do produto de interesse 

durante a fermentação submersa (Lu et al., 2024). A variação observada no tamanho dos 

pellets pode estar associada às alterações nas propriedades físico-químicas do caldo de 

cultivo em função da composição do meio (Teixeira et al., 2023). As diferenças na 

coloração do meio podem estar relacionadas tanto à síntese de pigmentos, como 

observado para G. lucidum cultivado na presença de peptona (Kejariwal et al., 2022), 

quanto à degradação enzimática dos componentes do meio de cultivo (Luo et al., 2025). 

A adesão de agregados miceliais às paredes dos frascos pode afetar negativamente 

a produção de biomassa. Esse fenômeno tem sido descrito como resultado do 

desprendimento de hifas dos pellets, que, devido às forças centrífugas e de cisalhamento, 

tornam-se incapazes de restabelecer o crescimento na forma de pellets, aderindo 

posteriormente à superfície do vidro (Wang; Lin; Hsu, 2021). Observações semelhantes 
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foram relatadas durante a fermentação submersa de G. lucidum, na qual fragmentos de 

hifas apresentam uma camada gelatinosa rica em carboidratos na interface entre o vidro 

e o micélio, característica frequentemente associada à produção de exopolissacarídeos 

(Wagner et al., 2004; Wang; Lin; Hsu, 2021). 

As variações micromorfológicas das hifas, observadas entre os cultivos com 

agitação e sem agitação, são consistentes com descrições anteriores para o gênero 

Ganoderma (Adaskaveg; Gilbertson, 1986; Boromenskyi; Bisko, 2019; Porter et al., 

2023). A ocorrência de hifas do tipo “chifre de veado” no cultivo estático, previamente 

descrita para G. sichuanense, tem sido associada a respostas fisiológicas à limitação de 

oxigênio. Em condições sem agitação, a transferência de oxigênio limitada por difusão 

pode levar à formação de microambientes localizados de hipóxia, favorecendo o aumento 

da ramificação das hifas. Essa diferenciação morfológica pode ampliar a área de contato 

com o meio de cultivo e facilitar a expansão do micélio em direção à interface ar-líquido, 

favorecendo o crescimento sob baixa disponibilidade de oxigênio e desencadeando 

respostas metabólicas adaptativas, incluindo um possível aumento do acúmulo 

intracelular de proteínas (Pessoa et al., 2026; Ren et al., 2026). 

As estruturas esféricas ornamentadas identificadas neste estudo também são 

descritas para G. sichuanense e podem estar associadas ao armazenamento de 

biomoléculas ou nutrientes, possivelmente originadas da vacuolização das hifas 

(Mahmoud; Mohamed; Abd Elzaher, 2007; Oliveira-Junior et al., 2024). As estruturas 

esféricas de superfície lisa associadas às hifas, denominadas cutículas celulares, bem 

como os grampos de conexão, correspondem a características morfológicas típicas de 

espécies de Ganoderma em cultivos submersos (Adaskaveg; Gilbertson, 1986; Oliveira-

Junior et al., 2024; Page et al., 2018; Wan Mohtar et al., 2016). 

A presença de clamidósporos pode indicar uma resposta adaptativa a condições 

adversas e tem sido associada a fenótipos de crescimento rápido e termotolerância 

(Badalyan et al., 2019; Loyd et al., 2019), o que pode estar relacionado ao crescimento 

observado neste estudo. As estruturas com aspecto de teia de aranha correspondem à 

matriz extracelular (MEC), também descrita em cultivos submersos de outros 

basidiomicetos, sendo composta por polímeros de proteínas, carboidratos e lipídios que 

favorecerem a adesão celular, a proteção e o armazenamento de nutrientes (Jaros; Köbsch; 

Rohm, 2018; Pesciaroli et al., 2013). 

As variações observadas nos perfis de absorbância obtidos por FTIR-ATR 

sugerem que condições específicas de cultivo podem ter influenciado o acúmulo de 

biomoléculas intracelulares, independentemente do rendimento total de biomassa. Perfis 
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espectrais semelhantes foram descritos para basidiomas de outras espécies de Ganoderma 

e são geralmente associados à presença de proteínas, polissacarídeos (β-glucanas e 

quitina) e compostos terpenoides, incluindo os ácidos ganodéricos e lucidênicos 

(Synytsya et al., 2024).  

A região espectral entre 1150 e 950 cm-1, que apresentou a maior contribuição 

para a diferenciação química entre as amostras, é compatível com bandas atribuídas a 

estruturas relacionadas a carboidratos e terpenoides, incluindo metabólitos secundários 

de Ganoderma. Esses sinais são comumente associados ao estiramento de ligações C–O, 

às vibrações C–CH3 e às deformações de anéis cíclicos (Yao et al., 2019). 

A microscopia dos extratos proteicos (Figura 6) revelou uma microestrutura mais 

fragmentada na condição E1A, com a presença de agregados de menor tamanho. 

Considerando que o tamanho das partículas influencia propriedades funcionais de 

materiais proteicos, essa característica pode favorecer a hidratação e a interação com o 

solvente, contribuindo para maior solubilidade (Souza et al., 2015; Wang et al., 2020). 

Embora o tamanho médio das partículas não tenha sido determinado diretamente 

neste estudo, as características microestruturais observadas para E1A sugerem que essa 

condição pode favorecer a obtenção de extratos proteicos com maior solubilidade e 

melhor dispersibilidade. Esses aspectos são relevantes do ponto de vista tecnológico, uma 

vez que o tamanho das partículas e a organização microestrutural têm sido associados às 

propriedades tecno- e bio- funcionais de extratos proteicos, influenciando seu potencial 

para aplicações industriais (Chen; Chi; Xu, 2012; Jeewanthi; Lee; Paik, 2015). 

A condição E3NA apresentou o maior teor de proteínas solúveis, apesar de ter 

exibido o menor crescimento fúngico. Contrariamente, um estudo anterior com G. 

sichuanense demonstrou que a condição E3NA também esteve associada à redução tanto 

da produção de biomassa quanto das proteínas, provavelmente em decorrência de uma 

relação carbono:nitrogênio (C:N) próxima de 1:1 (Pessoa et al., 2023). Essa comparação 

sugere que o acúmulo de proteínas sob baixas relações C:N pode envolver respostas 

metabólicas distintas entre espécies de Ganoderma.  

Condições ricas em nitrogênio podem aumentar a demanda energética para a 

assimilação desse elemento e para a biossíntese de aminoácidos, sendo frequentemente 

associadas à limitação do crescimento fúngico, ao mesmo tempo em que favorecem a 

síntese de proteínas. Nesse contexto, meios de cultivo formulados com fontes orgânicas 

de nitrogênio, que geralmente apresentam baixas relações C:N, têm sido descritos como 

favoráveis ao acúmulo de proteínas (Lima-Silva et al., 2026; Silva et al., 2025). 
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A maior recuperação de proteínas observada nas condições sem agitação, 

corrobora estudos anteriores, onde também foi observada tendência de maior recuperação 

de proteínas em biomassas de G. sichuanense provenientes de cultivos estáticos, 

alcançando valores próximos de 400 mg·g-1 de extrato (Pessoa et al., 2023). Esse 

comportamento tem sido atribuído à ausência de forças de cisalhamento, que podem 

provocar danos celulares e o extravasamento de componentes intracelulares em cultivos 

sob agitação (Pessoa et al., 2026). 

A quantificação de proteínas realizada neste estudo teve como objetivo principal 

comparar as diferentes condições de fermentação. Assim, comparações diretas entre os 

valores absolutos obtidos e aqueles descritos na literatura devem ser interpretadas com 

cautela, uma vez que a formação de complexos entre proteínas e outros metabólitos pode 

interferir em métodos colorimétricos, como o ensaio de Bradford. Esse método baseia-se 

na ligação do corante Coomassie Brilliant Blue a resíduos básicos e aromáticos das 

proteínas. No entanto, a interação dessas moléculas com compostos fenólicos ou 

carboidratos pode mascarar parcialmente esses sítios de ligação, levando à subestimação 

do teor proteico (Banik et al., 2009; Gazzola et al., 2015). 

Não foi observada uma relação consistente entre o teor de proteínas solúveis e a 

intensidade de absorbância obtida por FTIR, o que pode ser atribuído à contribuição de 

componentes insolúveis presentes na biomassa micelial (Sadhana; Malini, 2018). Em 

espécies de Ganoderma, polissacarídeos e terpenoides figuram entre os principais 

constituintes da biomassa e podem contribuir significativamente para os espectros de 

infravermelho, mascarando eventuais variações associadas às proteínas (Synytsya et al., 

2024) 

O maior acúmulo de proteínas solúveis pareceu estar associado à presença das 

hifas curtas do tipo chifre de veado observadas nas condições de cultivo sem agitação 

(Figura 4B, D, F e H). Essa morfologia tem sido descrita em associação ao 

desenvolvimento do micélio aéreo, representando uma estratégia de crescimento voltada 

para ampliar o acesso a nutrientes, incluindo o oxigênio (Adaskaveg; Gilbertson, 1986; 

Boromenskyi; Bisko, 2019). Além disso, o aumento do acúmulo de proteínas em micélios 

cultivados sob condições estáticas também foi relatado para G. sichuanense, em que essas 

formas hifais diferenciadas, interpretando-as como respostas adaptativas às condições 

ambientais, impactando a síntese de biomoléculas (Pessoa et al., 2026). 

A caracterização das proteínas extraídas pode ser dificultada pela tendência dessas 

moléculas em coprecipitar com compostos de baixa massa molecular, como compostos 

fenólicos e carboidratos (Wu et al., 2014). Embora a diálise seja empregada para remover 
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essas substâncias, esse procedimento pode ser ineficiente quando elas se encontram 

complexadas às proteínas (Liu et al., 2019b), o que pode ter ocorrido no presente estudo. 

Entretanto, a formação de complexos proteína–fenol e/ou proteína–carboidrato pode 

modificar as propriedades das proteínas e potencializar suas atividades biológicas, 

incluindo a atividade antioxidante (Jakobek, 2015; Shaheen et al., 2022). 

Os compostos fenólicos podem atuar como um escudo químico, limitando a 

oxidação das proteínas e aumentando sua estabilidade conformacional por meio de 

interações não covalentes (Lin et al., 2023). Paralelamente, os carboidratos são 

reconhecidos por estabilizar proteínas ao manter camadas de hidratação e conferir 

proteção contra estresses físico-químicos, como desidratação, congelamento e 

desnaturação térmica, mecanismos amplamente explorados em formulações 

farmacêuticas e biotecnológicas (Mensink et al., 2017). Nesse contexto, a maior 

concentração de compostos fenólicos e carboidratos observada no extrato E1A pode 

favorecer a formação de arranjos moleculares estabilizadores, capazes de preservar a 

integridade das proteínas e potencializar seu desempenho funcional. 

A organização fragmentada observada no extrato proteico obtido na condição E1A 

(Figura 6) pode estar relacionada aos maiores teores de compostos fenólicos totais (CFT) 

e carboidratos, que podem interferir na agregação proteína–proteína e dificultar a 

formação de estruturas compactas. Essa observação está de acordo com o observado no 

capítulo anterior, para extratos proteicos de G. sichuanense, nos quais estruturas 

fragmentadas e fibrilares foram associadas a maior conteúdo de compostos fenólicos 

(Pessoa et al., 2026). 

Os perfis de atividade antioxidante observados neste estudo sugerem que a 

concentração de proteínas, isoladamente, não explica o potencial antioxidante dos 

extratos proteicos de G. multiplicatum. O desempenho antioxidante superior do extrato 

E1A pode estar relacionado à sua organização microestrutural distinta, evidenciada por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), em conjunto com os maiores teores de 

compostos fenólicos totais (CFT) e açúcares redutores, que podem atuar de forma 

sinérgica para potencializar a bioatividade. Em estudo anterior, Espinosa-García et al. 

(2021) relataram baixo potencial antioxidante em extratos orgânicos de Ganoderma 

obtidos por fermentação submersa, resultado associado ao baixo teor de compostos 

fenólicos totais (13 mg EAG.g-1).  

Gu et al. (2025) também relataram maior atividade antioxidante de peptídeos de 

G. lucidum quando avaliados pelo ensaio de ABTS•+ em comparação ao DPPH•, 

corroborando a adequação do método ABTS•+ para a avaliação de compostos 
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predominantemente hidrofílicos. A baixa capacidade quelante observada neste estudo 

pode estar relacionada à reduzida disponibilidade de grupos funcionais, como hidroxila 

(–OH), tiol (–SH) e carboxila (–COOH), envolvidos na complexação de íons metálicos 

(Kontoghiorghes; Kontoghiorghe, 2020). Os valores de poder redutor obtidos são 

comparáveis aos descritos para G. lucidum, em que valores de absorbância próximos de 

0,3 foram observados na concentração de 20 mg·mL-1 para extratos aquosos de esporos 

(Klaus; Kozarski; Nikšić, 2011) e frações polissacarídicas (Shi; Zhang; Yang, 2013). 

As correlações observadas sugerem que a atividade antioxidante dos extratos 

proteicos de G. multiplicatum pode resultar de associações bioquímicas entre diferentes 

componentes, e não da ação isolada de compostos individuais. Os ensaios baseados em 

mecanismos de oxidorredução apresentaram forte associação com os compostos fenólicos 

totais e os açúcares redutores, sustentando a hipótese da contribuição das interações 

proteína–fenol e proteína–carboidrato para o desempenho antioxidante. Em contraste, a 

correlação positiva entre o teor de proteínas e a habilidade quelante evidencia um possível 

papel das proteínas em mecanismos antioxidantes independentes de reações de 

oxidorredução. Em conjunto, esses resultados suportam um modelo multifatorial para 

explicar a atividade antioxidante dos extratos proteicos. 

No gênero Ganoderma, diversos compostos de natureza proteica já foram 

descritos com atividade antioxidante, incluindo proteínas enriquecidas com selênio, 

enzimas antioxidantes, proteoglicanos, glicopeptídeos e extratos proteicos, evidenciando 

seu potencial para aplicações farmacêuticas (Du et al., 2007; Luo et al., 2024; Sa-ard et 

al., 2015; Wang et al., 2011; Zhu et al., 2019). Dessa forma, a obtenção de extratos 

proteicos com elevada atividade antioxidante, como observado no presente estudo, 

representa uma estratégia promissora para agregar valor aos produtos derivados de 

Ganoderma, especialmente aqueles isolados amazônicos ainda pouco explorados. 

6.5. Conclusão 

O isolado fúngico 1962 foi identificado como Ganoderma multiplicatum, e a 

composição da biomassa e a micromorfologia mostraram-se fortemente moduladas pelas 

condições de cultivo submerso. Os cultivos sem agitação promoveram arquiteturas hifais 

distintas, incluindo a formação de hifas do tipo “chifre de veado”, consistentemente 

associadas à maior recuperação de proteínas solúveis. Em contrapartida, o cultivo em 

meio contendo 10 g·L-1 de glicose, 5 g·L-1 de extrato de levedura e 2,5 g·L-1 de peptona 

de soja, sob condições agitada, resultou em extratos proteicos com desempenho 

antioxidante superior em relação às demais condições avaliadas. Esse resultado é 
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atribuído à recuperação concomitante de proteínas, compostos fenólicos e carboidratos, 

favorecendo a formação de complexos proteína–metabólito com maior atividade 

funcional. Em conjunto, esses achados indicam que a fermentação submersa representa 

uma estratégia promissora para a obtenção de extratos ricos em proteínas antioxidantes a 

partir de G. multiplicatum da Amazônia. 
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Perfis diferenciais de citotoxicidade em células MT-2 infectadas 

pelo HTLV-1 e imunomodulação in vitro de extratos proteicos de 

Ganoderma sichuanense e Ganoderma multiplicatum 
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Perfis diferenciais de citotoxicidade em células MT-2 infectadas pelo 

HTLV-1 e imunomodulação in vitro de extratos proteicos de Ganoderma 
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Amazonas (UEA), Amazonas, Brasil; 

5Programa de Pós-graduação em Imunologia Básica e Aplicada (PPGIBA), Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM), Amazonas, Brasil. 

Resumo 

Na infecção pelo vírus linfotrópico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1), estratégias voltadas à redução 

da carga celular infectada e à modulação da resposta imune representam alternativas terapêuticas 

promissoras para prevenir a progressão às doenças associadas. Nesse contexto, proteínas derivadas de 

cogumelos medicinais do gênero Ganoderma têm sido descritas como capazes de interagir com receptores 

de células imunes, induzindo morte seletiva em células transformadas e modulando a resposta imunológica. 

Assim, o presente estudo avaliou a citotoxicidade frente à linhagem celular infectada pelo HTLV-1 e a 

atividade imunomoduladora de extratos proteicos de uma linhagem comercial de G. sichuanense e de um 

isolado amazônico de G. multiplicatum, utilizando a linhagem MT-2 e células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs) sob resposta inflamatória, respectivamente. As espécies fúngicas foram cultivadas em 

fermentação submersa utilizando meio GYP, conforme condições previamente definidas em estudos 

anteriores, e os extratos proteicos foram obtidos das biomassas miceliais utilizando solução salina (0,15 M 

NaCl). Os extratos foram submetidos à quantificação proteica pelo método de Lowry, análise da estrutura 

secundária por espectroscopia no infravermelho, avaliação da atividade citotóxica pelo ensaio de metil 

tiazolil tetrazólio (MTT) e análise da atividade imunomoduladora por Cytometric Bead Array (CBA). G. 

sichuanense apresentou maior teor proteico (528,91 ± 8,81 mg·g-1 de extrato), com maior conteúdo de α-

hélice e β-antiparalela, enquanto G. multiplicatum apresentou maior conteúdo de voltas β. Ambos 

estimularam o metabolismo de PBMCs sem apresentar sinais de citotoxicidade. Frente à linhagem MT-2, 

apenas G. sichuanense apresentou citotoxicidade pronunciada, com CI50 normalizada de 32,63 µg de 

proteína·mL-1 após 48 h de tratamento. O extrato de G. multiplicatum induziu perfil pró-inflamatório e 

linfoproliferativo, com aumento das Interleucinas(IL)-1β, IL-2, IL-17A, do Fator de Necrose Tumoral-α 

(TNF-α) e do Interferon-γ (IFN-γ). Em contraste, G. sichuanense reduziu progressivamente IL-6, IL-8, IL-

10, IL-12p70, IFN-γ e IL-4, sugerindo perfil imunorregulador potencialmente relevante no contexto da 

infecção pelo HTLV-1. De forma geral, os resultados demonstram que os extratos proteicos atuam 

diferencialmente em células imunes e destacam o extrato proteico de G. sichuanense como mais promissor 

para aplicações terapêuticas voltadas ao HTLV-1. 

Palavras-chave: Antiviral, Cogumelo medicinal, Imunomodulação, Proteínas bioativas 

Abstract 

Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) infection involves mechanisms associated with clonal 

expansion of infected cells and immune dysregulation, making therapeutic strategies aimed at reducing 

infected cell burden and modulating immune responses promising approaches to prevent the progression to 

the associated diseases. In this context, proteins derived from medicinal mushrooms of the Ganoderma 

genus have been described as capable of interacting with immune cell receptors, inducing selective death 
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in transformed cells while modulating immune responses. Thus, the present study evaluated the cytotoxicity 

of protein extracts against an HTLV-1-infected cell line and their immunomodulatory activity, using a 

commercial strain of G. sichuanense and an Amazonian isolate of G. multiplicatum, with the MT-2 cell line 

and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) under inflammatory stimulation, respectively.. The 

fungal species were cultivated under submerged fermentation using GYP medium according to conditions 

previously established in earlier studies, and protein extracts were obtained from mycelial biomass using 

saline solution (0.15 M NaCl). The extracts were subjected to protein quantification by the Lowry method, 

secondary structure analysis by infrared spectroscopy, evaluation of cytotoxic activity using the 

methylthiazolyltetrazolium (MTT) assay, and analysis of immunomodulatory activity by Cytometric Bead 

Array (CBA). G. sichuanense presented higher protein content (528.91 ± 8.81 mg·g-1 extract), with higher 

α-helix and antiparallel β-sheet contents, whereas G. multiplicatum showed higher β-turn content. Both 

extracts stimulated PBMC metabolism without inducing cytotoxicity. Against the MT-2 cell line, only G. 

sichuanense exhibited pronounced cytotoxicity, with a normalized IC50 of 32.63 µg protein·mL-1 after 48 

h of treatment. The G. multiplicatum extract induced a pro-inflammatory and lymphoproliferative profile, 

characterized by increased Interleukin (IL)-1β, IL-2, IL-17A, Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), and 

Interferon-γ (IFN-γ) levels In contrast, G. sichuanense progressively reduced IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, 

IFN-γ, and IL-4, suggesting an immunoregulatory profile potentially relevant in the context of HTLV-1 

infection. Overall, the results demonstrate that the protein extracts act differentially on immune cells and 

highlight the G. sichuanense protein extract as the most promising candidate for therapeutic applications 

targeting HTLV-1. 

Keywords: Antiviral, Bioactive proteins, Immunomodulation, Medicinal mushroom,  

7.1. Introdução 

O Vírus Linfotrópico de Células T Humanas tipo 1 (HTLV-1) é um retrovírus 

transmitido pelas vias sexual, vertical e parenteral, com estimativa de 10 a 20 milhões de 

pessoas vivendo com a infecção em todo o mundo. Embora a maioria das pessoas vivendo 

com HTLV-1 (PVHTLV-1) permaneça assintomática, cerca de 5% podem desenvolver 

doenças associadas ao vírus, como a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia 

espástica tropical (HAM/TSP), uma doença neurodegenerativa crônica, ou a 

leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL), uma neoplasia agressiva de células T 

CD4+ (Letafati et al., 2026; Noori et al., 2026). 

A proteína transativadora (Tax) e o fator de transcrição de zíper de leucina básica 

(HBZ) expressas pelas células infectadas desempenham papéis centrais na persistência 

viral, promovendo a proliferação dos linfócitos T CD4+ infectados, modulando respostas 

imunes e impulsionando a progressão para as doenças associadas (Brites et al., 2021). 

Nesse contexto, a redução da carga de células infectadas pode diminuir o risco de 

desenvolvimento de ATL, HAM/TSP e outras condições inflamatórias associadas, 

representando uma potencial estratégia terapêutica, uma vez que os tratamentos 

atualmente disponíveis são majoritariamente voltados ao manejo clínico dessas 

manifestações (Cooney et al., 2025). 

Além da redução da carga de células infectadas, a imunoterapia também é 

considerada uma abordagem promissora no contexto da infecção, uma vez que a 

desregulação imunológica contribui para a progressão às doenças associadas. À exemplo 

disso, citocinas como IL-2, IL-4, IL-6 e IL-8 estão relacionadas à proliferação e 
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sobrevivência de células infectadas. Na HAM/TSP, o aumento de IL-6, IL-8, IL-1β, IL-

10, IL-12p70 e TNF-α está associado ao dano tecidual, ruptura da barreira 

hematoencefálica e desmielinização. Em contraste, na ATL, o aumento de IL-10, TGF-β 

e CCL22, associado à redução de IFN-γ, favorece a supressão da resposta efetora anti-

HTLV-1 e antitumoral, contribuindo para a manutenção e expansão das células 

leucêmicas (Futsch et al., 2018; Guimarães et al., 2025). 

Moléculas derivadas de fontes naturais têm atraído atenção por sua capacidade de 

induzir seletivamente a morte de células transformadas, ao mesmo tempo em que 

estimulam a proliferação de células saudáveis, incluindo células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) (Rodríguez-Garza et al., 2023). Produtos naturais de origem 

fúngica, especialmente aqueles derivados de cogumelos medicinais, apresentam em sua 

composição compostos fenólicos, terpenos, polissacarídeos e proteínas que têm 

demonstrado grande potencial antiviral por meio da interferência na entrada viral, 

replicação do genoma, atividade de proteínas virais e modulação da resposta imune (Seo; 

Choi, 2021). 

Dentre os cogumelos medicinais, espécies do gênero Ganoderma apresentam 

amplo histórico de uso seguro, baixa toxicidade e número limitado de efeitos adversos 

graves relatados, com alguns extratos já incluídos como “Generally Recognized as Safe” 

(GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (Sharma et al., 

2025). Dessa forma, representam uma fonte promissora de moléculas bioativas candidatas 

ao desenvolvimento de terapias, dentre as quais as proteínas constituem uma classe 

relativamente pouco explorada (Li et al., 2019). 

Ganoderma sichuanense, uma espécie modelo de cogumelo medicinal, assim 

como Ganoderma multiplicatum, uma espécie ainda pouco explorada quanto ao potencial 

biotecnológico, foram descritas como fontes de proteínas bioativas, incluindo proteases, 

inibidores de proteases e proteínas antioxidantes (Chevreuil et al., 2025; Pessoa et al., 

2023, 2026a, 2026b), no entanto, o potencial terapêutico desses extratos ainda permanece 

pouco compreendido. Nesse contexto, o presente estudo avaliou o potencial terapêutico 

frente ao HTLV-1 de extratos proteicos obtidos de uma linhagem comercial de G. 

sichuanense e de um isolado amazônico de G. multiplicatum, cultivados em fermentação 

submersa sob condições previamente estabelecidas para maior recuperação de proteínas 

antioxidantes, por meio da investigação de atividades citotóxicas e imunomoduladoras. 
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7.2. Materiais e Métodos 

7.2.1. Aspectos éticos 

O presente estudo faz parte de um projeto maior, previamente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (HEMOAM), sob o CAAE nº 96247226.0.0000.0009 e parecer nº 8.320.006 

(Anexos, Documentos suplementares 1). A coleta do sangue periférico utilizado no 

presente trabalho foi realizada somente após assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (TCLE), em conformidade com a Resolução CNS nº 466/2012. 

7.2.2. Cultivo fúngico, extração e caracterização proteica 

7.2.2.1. Linhagens fúngicas 

A linhagem comercial Ganoderma sichuanense CC22 e isolado amazônico 

Ganoderma multiplicatum 1962 foram acessados da coleção de trabalho do Laboratório 

de Cultivo de Fungos Comestíveis, pertencente à Coordenação de Tecnologia e Inovação 

do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (COTEI/INPA). As linhagens foram 

mantidas em placas de Petri em meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA), refrigeradas 

à 4 ºC até a utilização. A reativação para o cultivo foi realizada em meio BDA com 

incubação à 25 ºC. 

7.2.2.2. Fermentação submersa 

G. sichuanense e G. multiplicatum foram cultivados por 12 dias à 25 ºC em meio 

de líquido contendo glicose (10 g·L-1), peptona de soja (2,5 g·L-1) e extrato de levedura 

(2,5 g·L-1), utilizando-se como inóculo 7 discos de micélio (Ø = 7 mm) previamente 

cultivados em meio BDA. As condições de incubação foram definidas individualmente 

para cada linhagem com base em avaliações prévias, considerando a condição de cultivo 

que resultou na obtenção de extratos proteicos com maior atividade antioxidante, 

conforme demonstrado nos capítulos 1 e 2. Dessa forma, foi adotado cultivo estático para 

G. sichuanense, enquanto G. multiplicatum  foi cultivado sob agitação orbital a 120 rpm 

(Pessoa et al., 2026a, 2026b). Após as fermentações submersas, as biomassas miceliais 

foram separadas do meio de cultura através de filtração à vácuo, lavadas com água 

destilada, congeladas, liofilizadas e maceradas. 

7.2.2.3. Obtenção dos extratos proteicos 

As extrações foram realizadas utilizando solução 0,15 M de NaCl (1:20 m/v) sob 

agitação (2 h, 120 rpm, 10 °C), seguido de centrifugação (20 minutes, 10,000 × g, 4 °C). 

O sobrenadante foi dialisado contra água destilada, utilizando membranas de celulose 

com cut-off de 12 quilodaltons (kDa), por 48h, sob refrigeração a 4 ºC, sendo 
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posteriormente centrifugado (20 min, 4.667 × g, 4 °C) e liofilizado, resultando em 

extratos proteicos enriquecidos em proteínas de média a alta massa molecular.   

7.2.2.4. Quantificação de proteínas, caracterização espectroscópica e análise 

de estruturas secundárias 

O teor de proteínas solúveis nos extratos foi estimado pela metodologia de Lowry 

et al. (1951) com adaptações para microplaca de 96 poços, com base em uma curva padrão 

de albumina sérica bovina (BSA). Os grupos químicos presentes nos extratos proteicos 

foram investigados por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier 

com Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR). Para isso, 5 mg de cada amostra foram 

analisados utilizando um espectrômetro Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, EUA), na faixa de 750 a 4000 cm-1.  

A caracterização da estrutura secundária das proteínas foi realizada utilizando a 

região da banda de amida I (1700–1600 cm-1). Os espectros foram submetidos à correção 

de baseline, suavização pelo filtro de Savitzky–Golay e normalização dos sinais antes da 

análise. A deconvolução da banda de amida I foi conduzida por ajuste Gaussiano múltiplo 

não linear utilizando o pacote minpack.lm no software RStudio versão 4.4.2. Os 

percentuais das estruturas secundárias foram calculados a partir da integração das áreas 

das bandas ajustadas. 

7.2.3. Análises  em modelos celulares 

7.2.3.1. Linhagem celular infectada com HTLV-1 

A linhagem celular comercial MT-2, derivada de células T CD4+ humanas 

cronicamente infectadas por HTLV-1, foi utilizada como modelo celular infectado. O 

cultivo foi realizado em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 contendo 

vermelho de fenol, modificado com L-glutamina, Hepes e bicarbonato de sódio (Gibco™, 

Rockville, MD), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB, Gibco™) e 1% de 

antibiótico + antimicótico (Gibco™). Trocas de meio de cultura foram realizadas em 

média a cada 48h.   

7.2.3.2. Isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

A coleta de sangue periférico de um indivíduo apto à doação na Fundação 

HEMOAM foi realizada após a assinatura do TCLE. O isolamento das células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foi realizado por gradiente de densidade 

utilizando Histopaque® (Sigma-Aldrich), sendo utilizadas como células HTLV-1 

negativas para comparação com a linhagem infectada. 
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Após a coleta, o sangue periférico foi diluído em tampão fosfato-salino (PBS) na 

proporção de 1:1 (v/v) e cuidadosamente adicionado em tubos Falcon contendo 

Histopaque® na proporção de 1:3 (Histopaque:sangue diluído), seguido de centrifugação 

a 400 × g por 30 min. A interface correspondente às PBMCs foi coletada e lavada três 

vezes com meio RPMI suplementado, utilizando centrifugação a 400 × g por 10 min a 4 

°C. Em seguida, o pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI suplementado, de 

acordo com a concentração celular necessária para a realização dos testes. 

7.2.3.3. Viabilidade celular 

O efeito dos extratos proteicos sobre a viabilidade celular foi avaliado por meio 

da capacidade das células de reduzir o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) a cristais de formazan, após o tratamento com diferentes 

concentrações dos extratos. Para isso, PBMCs e células da linhagem MT-2 foram  

cultivadas em placas de 96 poços (1 × 105 células/poço) utilizando meio RPMI 

suplementado, tratadas com diferentes concentrações dos extratos proteicos (3,125 a 200 

µg·mL-1) e incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2. Para as PBMCs foi 

avaliado o período de tratamento de 24 h, enquanto para a linhagem MT-2 foram 

avaliados os períodos de 24, 48 e 72 h. 

Após os períodos de incubação, o meio de cultura foi removido e adicionou-se 

100 µL de meio RPMI sem vermelho de fenol e 10 µL de solução de MTT (5 mg·mL-1 

em PBS), seguidos de incubação por 4 h. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado 

e adicionou-se 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) 100% para solubilização dos cristais 

de formazan. O meio de cultura RPMI foi utilizado como controle negativo, enquanto o  

DMSO (25%, v/v) foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos 

como percentual de atividade metabólica celular em relação ao controle negativo. 

7.2.3.4. Avaliação da organização da cultura celular 

Para avaliação morfológica, células da linhagem MT-2 (5 × 104 células/poço) 

foram semeadas em placas de 96 poços de fundo plano e incubadas por 48h até atingir 

aproximadamente 80% de confluência. As células foram então expostas aos extratos 

proteicos em diferentes concentrações (3,125 a 200 µg·mL-1) e incubadas por 24 h a 37 

°C, em atmosfera com 5% de CO2. As alterações na morfologia da camada celular foram 

visualizadas por microscopia de luz invertida, utilizando um microscópio Zeiss 

PrimoVert na objetiva de 4× (aumento total de 40×) por proporcionar maior cobertura do 

campo experimental. 
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7.2.3.5. Avaliação da atividade imunomoduladora 

Para a dosagem de citocinas, as PBMCs foram cultivadas em placas de 96 poços 

na concentração de 1 × 105 células/poço e previamente estimuladas com 

lipopolissacarídeo (LPS) por 24 h visando a indução de resposta pró-inflamatória, sendo 

incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2. Em seguida, foi realizado o 

tratamento com a adição dos extratos proteicos nas concentrações de 25, 50, 100 e 200 

µg·mL-1, seguido de incubação adicional por 24 h.  

Após o período de incubação, os sobrenadantes foram coletados para a dosagem 

das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-α e IFN-γ 

utilizando os kits BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine e 

Human Inflammatory Cytokines. As análises foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACSCanto™ II (BD Biosciences), com processamento dos dados no software FCAP 

array, conforme as instruções do fabricante. Os ensaios foram realizados em triplicata e 

os resultados expressos em pg·mL-1. 

7.2.4. Análise estatística e processamento dos dados 

Os dados de quantificação proteica foram submetidos à análise de variância one-

way (ANOVA), seguida do teste de Tukey, enquanto os ensaios celulares foram 

analisados por ANOVA com pós-teste de Dunnett, considerando diferenças significativas 

para valores de p < 0,05. Os valores de concentração inibitória de 50% (CI50) foram 

estimados por regressão não linear do tipo log(inibidor) versus resposta normalizada com 

inclinação variável. As análises estatísticas e regressões foram realizadas no software 

GraphPad Prism versão 9.4. Para a construção do mapa de calor no software RStudio 

versão 4.4.2, os dados dos ensaios celulares foram normalizados em relação aos 

respectivos controles experimentais, transformados em Z-score e integrados em uma 

matriz comparativa com controle médio. 

7.3. Resultados 

7.3.1. Perfil bioquímico e estrutural dos extratos proteicos 

O teor de proteínas solúveis diferiu significativamente entre os extratos proteicos 

das espécies avaliadas (Tabela 1). O extrato obtido da biomassa de G. sichuanense 

apresentou maiores concentrações proteicas, com valores aproximadamente 1,5 vezes 

superiores aos observados para G. multiplicatum. 

A espectroscopia no infravermelho demonstrou a presença de bandas de absorção 

semelhantes entre as duas amostras, as quais diferenciaram-se principalmente pela maior 

intensidade de absorbância observada no extrato do G. sichuanense (Figura 1). 
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Adicionalmente, observa-se que o extrato proteico dessa espécie apresenta maior 

complexidade espectral na região correspondente às bandas de amida I e II (1700–1500 

cm-1), associadas, principalmente, às vibrações de grupos peptídicos, quando comparado 

ao extrato do G. multiplicatum. 

Tabela 1 – Quantificação de proteínas solúveis estimadas pelo método de Lowry. 

Amostra 
Proteínas solúveis 

µg·mL de extrato-1 mg·g de extrato-1 

Ganoderma multiplicatum 92,18 ± 4,50b 354,55 ± 17,32b 

Ganoderma sichuanense 137,52 ± 2,29a 528,91 ± 8,81a 

Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Letras diferentes na 

mesma coluna indicam diferença significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

Figura 1 – Espectro de FTIR-ATR dos extratos proteicos de G. multiplicatum e G. sichuanense. 

 

A análise de deconvolução espectral da banda de amida I (1700–1600 cm-1) sugere 

diferenças no perfil conformacional dos extratos, permitindo sua distinção quanto à 

composição de estruturas secundárias. O extrato proteico de G. multiplicatum apresentou 

maior enriquecimento em voltas β, sugerindo uma organização estrutural mais distribuída 

e heterogênea. Em contrapartida, G. sichuanense exibiu maiores percentuais de α-hélice 

e folhas β antiparalelas, indicando um perfil conformacional relativamente mais 

organizado. Os conteúdos de estruturas desordenadas e folhas-β mostraram-se 

semelhantes entre os extratos proteicos (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Composição relativa de estruturas secundárias obtida por deconvolução espectral da banda de 

amida I dos extratos proteicos de G. multiplicatum e G. sichuanense. 

Extratos 

proteicos 

Estruturas secundária (%) 

α-hélice Folhas β Estruturas aleatórias Voltas β β-antiparalela 

G. multiplicatum 12,76 46,46 6,93 33,08 0,77 

G. sichuanense 21,00 48,09 5,02 16,75 9,73 

7.3.2. Avaliação do efeito dos extratos sobre PBMCs 

O tratamento das PBMCs com os extratos proteicos não promoveu redução da 

atividade metabólica relativa em nenhuma das concentrações avaliadas (Figura 2). Em 

contraste, foi observado aumento da atividade metabólica em todos os tratamentos 

avaliados. G. multiplicatum apresentou maior faixa de estimulação entre 12,5 e 50 µg·mL-

1 (Figura 2A), enquanto G. sichuanense manteve esse efeito em uma faixa mais ampla de 

concentrações, entre 12,5 e 200 µg·mL-1 (Figura 2B).  

Figura 2 – Atividade metabólica relativa de PBMCs tratadas com diferentes concentrações dos extratos 

proteicos de G. multiplicatum (A) e G. sichuanense (B). 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

7.3.3. Avaliação do efeito dos extratos sobre células MT-2 infectadas pelo HTLV-1  

Diferentemente do observado para as PBMCs, os extratos proteicos exibiram 

potencial em reduzir a viabilidade das células infectadas com HTLV-1, evidenciado pela 

diminuição da atividade metabólica celular relativa (Figura 3). O extrato proteico de G. 

multiplicatum promoveu a redução da atividade metabólica  de forma mais proeminente 

apenas na concentração de 100 µg·mL-1 no período de 72h e na concentração de 200 

µg·mL-1, em todos os períodos  avaliados  (Figura 3A). O extrato de G. sichuanense, por 
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sua vez, apresentou efeito mais proeminente, com redução da atividade metabólica celular 

a partir da concentração de 25 µg·mL-1 nos períodos de 24 e 48 h, ao passo que todas as 

concentrações apresentaram atividade no período de 72 h (Figura 3B). 

Figura 3 – Atividade metabólica relativa da linhagem celular MT-2 tratada com diferentes concentrações 

dos extratos proteicos de G. multiplicatum (A) e G. sichuanense (B). 

 

Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

Para melhor caracterizar o efeito sobre células infectadas pelo HTLV-1, o extrato 

proteico de G. sichuanense, que apresentou redução progressiva da atividade metabólica 

de acordo com o aumento da concentração testada, foi submetido à estimativa da 

concentração inibitória de 50%. A modelagem dose-resposta dos ensaios de atividade 

metabólica demonstrou aumento progressivo do efeito citotóxico sobre a linhagem MT-

2 ao longo do tempo de exposição, evidenciado pela redução gradual dos valores 

estimados de CI50 (Tabela 3). 

Tabela 3 – Estimativa da concentração inibitória de 50% (CI50) do extrato proteico de G. sichuanense sobre 

a linhagem MT-2, ao longo do tempo de exposição. 

Tempo 

(h) 
CI50 (µg·mL-1) 

Intervalo de 

confiança (95%) 
logCI50 

CI50 normalizada  

(µg de proteína·mL-1)* 
R2 

24 112,40 86,79 – 156,00 2,05 59,45 0,8855 

48 61,70 52,60 – 71,74 1,79 32,63 0,9466 

72 45,68 38,30 – 53,85 1,66 24,16 0,9423 

Valores obtidos por regressão não linear utilizando o modelo dose-resposta sigmoidal com inclinação 

variável (log[inibidor] vs. resposta normalizada). *Valores normalizados pelo teor proteico do extrato. 
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Microscopicamente, foram observadas alterações na integridade e distribuição da 

camada celular após o tratamento com os extratos proteicos (Figuras 4 e 5). O tratamento 

com o extrato proteico do G. multiplicatum demonstrou efeitos mais evidentes apenas nas 

concentrações de 100 e 200 µg·mL-1, caracterizados pela presença de áreas com ausência 

de células, bem como pela formação de agregados celulares (Figura 4). 

Figura 4 – Efeito do extrato proteico de G. multiplicatum sobre a integridade e a densidade celular da 

linhagem MT-2 em diferentes tempos de exposição. 

 
Imagens representativas dos tratamentos avaliados em cada período experimental, obtidas a partir de 

ensaios conduzidos independentemente. 

Alterações semelhantes foram observadas após o tratamento com o extrato 

proteico de G. sichuanense, incluindo a formação de áreas acelulares e agregados 

celulares (Figura 5). Entretanto, os efeitos foram mais pronunciados e observados a partir 

de 25 µg·mL-1, acompanhados pelo escurecimento, formação dos agregados e acúmulo 

de debris celulares, corroborando a maior citotoxicidade do extrato sobre a linhagem MT-

2, em concordância com os resultados do ensaio de MTT. 

Figura 5 – Efeito do extrato proteico de G. sichuanense sobre a integridade e a densidade celular da 

linhagem MT-2 em diferentes tempos de exposição. 

 
Imagens representativas dos tratamentos avaliados em cada período experimental, obtidas a partir de 

ensaios conduzidos independentemente. 
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7.3.4. Atividade imunomoduladora 

O tratamento das PBMCs estimuladas com LPS e o extrato proteico de G. 

multiplicatum promoveu alterações na produção de citocinas, com um perfil 

imunomodulador predominantemente pró-inflamatório (Figura 6). Entre as citocinas pró-

inflamatórias avaliadas, observou-se aumento significativo na produção de TNF-α, cujos 

níveis permaneceram elevados entre 25 e 200 µg·mL-1, variando de 569,21 ± 15,42 a 

671,40 ± 68,07 pg·mL-1. De maneira semelhante, IL-1β também apresentou aumento 

significativo após os tratamentos, com maiores valores observados entre 25 e 50 µg·mL-

1 (1854,02 ± 22,38 e 1789,91 ± 22,38 pg·mL-1, respectivamente). 

Em contraste, IL-6 e IL-8, apesar de apresentarem pequenas variações nos valores 

médios entre os tratamentos, não apresentaram alterações significativas em relação ao 

controle. Já para IL-12p70, verificou-se aumento discreto, com maior valor observado 

após tratamento com 100 µg·mL-1 de extrato proteico (0,86 ± 0,03 pg·mL-1) (Figura 6). 

Os níveis de IL-2 aumentaram significativamente após tratamento com o extrato 

de G. multiplicatum, apresentando maior concentração observada em 50 µg·mL-1 (397,78 

± 27,43 pg·mL-1) e redução nas contrações de 100 e 200 µg·mL-1. Resultado semelhante 

foi observado para IFN-γ, cuja produção atingiu o maior valor em 50 µg·mL-1 (3790,86 

± 80,40 pg·mL-1), seguida de redução nas maiores concentrações (Figura 6). 

No mesmo sentido, IL-17A apresentou aumento significativo, principalmente em 

50 µg·mL-1 de extrato de G. multiplicatum (11,08 ± 1,44 pg·mL-1) e redução progressiva 

com o aumento da concentração do extrato. IL-4 também demonstrou aumento 

significativo seguido de redução com maiores concentrações, com valores entre 7,01 ± 

0,45 e 10,82 ± 0,49 pg·mL-1. IL-10, por sua vez, manteve valores próximos ao controle 

nas menores concentração, com uma redução progressiva de acordo com a concentração 

do extrato, destacando-se 200 µg·mL-1 (89,72 ± 6,68 pg·mL-1) (Figura 6). 
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Figura 6 – Painel de citocinas dosadas nos sobrenadantes de PBMCs estimuladas com LPS e tratadas com 

diferentes concentrações do extrato proteico de G. multiplicatum. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

O extrato proteico de G. sichuanense, por sua vez, também promoveu alterações 

significativas na produção de citocinas, caracterizando um perfil imunomodulador misto, 

marcado tanto pela indução quanto pela redução de mediadores inflamatórios (Figura 7). 

Verificou-se um aumento significativo na produção de TNF-α entre 25 e 100 µg·mL-1, 

com valores de 591,60 ± 36,49 e 617,11 ± 25,14 pg·mL-1, respectivamente. IL-1β 

apresentou comportamento distinto, com aumento significativo apenas nas menores 

concentrações testadas, seguido de redução progressiva nas maiores doses, chegando a 

1068,29 ± 41,84 pg·mL-1 após tratamento com a amostra a 200 µg·mL-1. 

A citocina IL-6 também apresentou redução significativa após o tratamento com 

o extrato de G. sichuanense, com redução significativa a partir da concentração de 25 

µg·mL-1 (14662,45 ± 385,54 pg·mL-1) em relação ao controle (24111,86 ± 36,83 pg·mL-

1). O mesmo padrão foi observado para IL-8 após tratamento com 25 µg·mL-1 do extrato 

proteico, reduzindo de 20359,13  ± 2177, 18 pg·mL-1 para 8504,30 ± 780, 50 pg·mL-1. Da 

mesma forma, os níveis de IL-12p70 foram reduzidos, chegando a valores próximos ao 

limiar de detecção em praticamente todas as concentrações avaliadas (Figura 7). 



152  

Os níveis de IL-2 e IFN-γ aumentaram significativamente, atingindo os maiores 

valores médios no tratamento com 25 µg·mL-1 (123,46 ± 4,77 pg·mL-1 e 605,93 ± 6,79 

pg·mL-1, respectivamente), seguido de redução expressiva na concentração de 200 

µg·mL-1 do extrato proteico de G. sichuanense. IL-17A não apresentou aumento 

significativo após os tratamentos, permanecendo em baixos níveis em todas as 

concentrações avaliadas (Figura 7). 

IL-4 apresentou aumento significativo em 25 µg·mL-1 do extrato de G. 

sichuanense (16,89 ± 0,44 pg·mL-1) seguido de redução com o aumento da concentração, 

enquanto a IL-10 demonstrou redução progressiva, alcançando os menores níveis após 

tratamento com o extrato na concentração de 200 µg·mL-1 (34,20 ± 4,51 pg·mL-1) (Figura 

7). 

Figura 7 – Painel de citocinas dosadas nos sobrenadantes de PBMCs estimuladas com LPS e tratadas com 

diferentes concentrações do extrato proteico de G. sichuanense. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

A análise integrativa dos dados sumariza os padrões distintos de resposta celular 

observados após tratamento com os extratos proteicos de G. multiplicatum e G. 

sichuanense. Em ambas as espécies, o aumento da concentração dos extratos esteve 
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associado à manutenção ou aumento da atividade metabólica de PBMCs, 

concomitantemente à redução da viabilidade da linhagem MT-2 (Figura 8). 

Contudo, a menor redução e/ou manutenção da viabilidade da linhagem MT-2, 

após tratamento com o extrato proteico de G. multiplicatum, ocorreu paralelamente à 

manutenção ou aumento da produção da maioria das citocinas avaliadas, com destaque 

para TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-2 e IL-17A. Em contraste, o extrato proteico de G. 

sichuanense apresentou redução progressiva da viabilidade da MT-2 acompanhada pela 

diminuição dos níveis de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12p70 e IL-10 nas maiores concentrações. 

Figura 8 – Mapa de calor integrativo da atividade metabólica em PBMCs, citotoxicidade na linhagem MT-

2 e perfil imunomodulador induzidos pelos extratos proteicos de G. multiplicatum e G. sichuanense. 

 

7.4. Discussão 

Embora as condições de fermentação submersa influenciem significativamente o 

teor de proteínas solúveis obtidas da biomassa micelial de espécies do gênero 

Ganoderma, maiores concentrações proteicas não necessariamente refletem maior 

atividade biológica (Pessoa et al., 2023). Dessa forma, os extratos avaliados no presente 

estudo foram selecionados com base no maior potencial antioxidante, previamente 
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observado para cada espécie (Pessoa et al., 2026a, 2026b). Essa escolha considera que, 

proteínas capazes de interagir com células imunes são frequentemente associadas à 

atividade antioxidante em modelos in vitro (Li et al., 2019; Lin et al., 2022). 

A quantificação de proteínas pelo método de Lowry revelou concentrações de 

proteínas solúveis superiores às previamente observadas pelo método de Bradford para 

as mesmas amostras (Pessoa et al., 2026a, 2026b). Essas diferenças corroboram com 

estudos anteriores que destacam a maior sensibilidade do método de Lowry para proteínas 

de extratos fúngicos, devido à sua interação com resíduos de tirosina, triptofano e cisteína, 

permitindo melhor detecção de variações na composição química das proteínas, enquanto 

o método de Bradford apresenta maior dependência da interação com resíduos aromáticos 

e básicos específicos (Legler et al., 1985; Silva et al., 2025). 

Apesar do aumento do teor proteico determinado pelo método de Lowry, os 

resultados permaneceram consistentes com aqueles obtidos nos capítulos anteriores, nos 

quais a biomassa micelial de G. multiplicatum apresentou menor rendimento de proteínas 

solúveis em relação a G. sichuanense (Pessoa et al., 2026a, 2026b). Esse padrão também 

corrobora com o perfil espectroscópico observado por FTIR-ATR, visto que o isolado 

amazônico apresentou menor intensidade de absorbância nas bandas atribuídas a 

componentes proteicos, indicando menor concentração dessas moléculas na amostra. 

De forma geral, os espectros de FTIR-ATR dos extratos proteicos de ambas as 

espécies apresentaram perfil semelhante ao descrito para concentrados proteicos de 

Agaricus bisporus (Karabulut et al., 2024). Os sinais observados podem ser atribuídos ao 

estiramento O–H/N–H na região de 3300–3400 cm-1, ao estiramento C–H próximo de 

2900 cm-1 e às bandas de amida I (~1640 cm-1) e amida II (~1540 cm-1), associadas à 

conformação estrutural e ao conteúdo proteico. Adicionalmente, os sinais entre 1400 e 

1300 cm-1 estão relacionados à deformações de C–H e modos vibracionais de proteínas, 

podendo também apresentar contribuição de carboidratos residuais (Karabulut et al., 

2024). 

Padrão semelhante também foi observado em estudos anteriores com extratos 

proteicos do basidioma de G. sichuanense (Chevreuil et al., 2025). Entretanto, os 

percentuais de estruturas secundárias diferiram daqueles previamente reportados no 

capítulo 1, nos quais predominavam folhas-β (~75%) e voltas-β (~23%), com baixo teor 

de α-hélice (~1%). Essas diferenças estão relacionadas à maior densidade de pontos na 

região de 1700–1600 cm-1 no presente trabalho, permitindo ajuste mais refinado das 

bandas sobrepostas durante a análise de deconvolução da banda de amida I. 
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A relevância biológica das diferenças conformacionais está relacionada ao seu 

potencial em modular a interação com receptores da superfície celular. Nesse contexto, 

estruturas secundárias como folhas-β, α-hélices e loops exercem papel relevante na 

organização de regiões envolvidas no reconhecimento molecular. Esses arranjos 

estruturais moldam a topologia e as superfícies de interação com receptores de células 

imunes, favorecendo a complementaridade com receptores como os do tipo Toll (TLRs) 

e outros receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) (Asami; Shimizu, 2021; Bell 

et al., 2003; Sun; Foster; Boyington, 2004). 

A influência dessas conformações sobre a atividade imunológica já é descrita para 

diferentes proteínas, incluindo imunoglobulinas e citocinas (Sun; Foster; Boyington, 

2004). Estruturas ricas em folhas-β têm sido associadas à interação com TLR4 e à 

modulação funcional de células do sistema imune, enquanto regiões contendo α-hélices 

e loops expostos participam na formação de interfaces de reconhecimento receptor-

ligante relacionadas à ativação celular (Awasthi; Anbanandam; Rodgers, 2015; Clements 

et al., 1992; Wychowaniec et al., 2025). À exemplo disso, estudos com moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC I) demonstram que α-hélices e folhas-

β contribuem conjuntamente para a formação de sítios de reconhecimento antigênico 

associados à ativação de linfócitos T (Hunt; Munitz; Pease, 1992). 

O potencial de interação dos extratos proteicos com receptores celulares foi 

inicialmente evidenciado pelo aumento da atividade metabólica em PBMCs. A resposta 

observada apresentou perfil não monotônico dependente da concentração, com maior 

estimulação em concentrações intermediárias, padrão frequentemente associado à 

respostas horméticas em células do sistema imune (Hastings, 2005; Schirrmacher, 2021). 

Efeitos semelhantes foram descritos por Gill e Rieder (2008), onde observaram aumento 

de até 2,5 vezes na atividade metabólica de PBMCs humanas tratadas com extratos de 

Ganoderma lucidum, em concentrações entre 1 e 350 µg·mL-1, atribuindo esse efeito ao 

aumento da proliferação celular. 

Proteínas imunomoduladoras fúngicas estão entre as principais classes de 

proteínas de Ganoderma associadas à proliferação de linfócitos T e B, células natural 

killer (NK) e células dendríticas, apresentando atividade mitogênica. Em PBMCs 

humanas, essas proteínas são capazes de ativar a via fosfatidilinositol 3-quinase/proteína 

quinase B (PI3K/Akt), com participação adicional das proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPKs), incluindo a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e p38, 

promovendo a progressão do ciclo celular da fase G0/G1 para S. Além disso, induzem a 
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secreção de citocinas relacionadas à expansão linfocitária, incluindo IL-2 e IL-3 (Hsiao 

et al., 2008; Khalid et al., 2025). 

Nas condições avaliadas, o extrato proteico de G. multiplicatum promoveu maior 

redução da atividade metabólica da linhagem MT-2 apenas na concentração de 200 

µg·mL-1. Esse comportamento pode estar relacionado ao menor teor de proteínas solúveis 

presentes na amostra, embora a composição do extrato também possa ter influenciado 

essa resposta, uma vez que o efeito observado atingiu um platô ao longo do período de 

exposição, sem aumento progressivo da atividade citotóxica. 

G. sichuanense, por sua vez, apresentou maior potencial citotóxico sobre a 

linhagem MT-2 infectada pelo HTLV-1, promovendo redução da atividade metabólica a 

partir da concentração de 25 µg·mL-1 nos períodos de 24 e 48 h, e a partir de 3 µg·mL-1 

após 72 h de exposição. Embora ainda não sejam encontrados relatos sobre a atividade 

citotóxica de cogumelos frente à linhagem MT-2, estudos com extratos hidroalcoólicos 

de plantas agrícolas demonstraram valores de CI50 variando entre 14,1 e 320,1 µg·mL-1 

após 72 h de tratamento (Kai et al., 2011), destacando o potencial observado no presente 

trabalho. 

A redução da densidade celular , a formação de áreas livres de células, o 

escurecimento celular e o aparecimento de debris observados na microscopia da linhagem 

MT-2 tratada com os extratos proteicos corroboram com os resultados obtidos no ensaio 

de atividade metabólica por MTT, indicando comprometimento da viabilidade da 

linhagem MT-2 após os tratamentos. A presença de agregados celulares observada após 

os tratamentos pode estar relacionada aos processos de morte celular induzidos na 

linhagem MT-2, uma vez que estruturas derivadas da apoptose, como vesículas 

extracelulares e corpos apoptóticos, atuam modulando as interações e a organização 

celular em microambientes inflamatórios. Essas estruturas podem promover ativação 

linfocitária e recrutamento celular, favorecendo processos de agregação e reorganização 

celular local (Dieudé; Kaci; Hébert, 2021), podendo assim contribuir para o padrão de 

agregação observado após os tratamentos. 

Mesmo apresentando perfis semelhantes sobre a atividade metabólica de PBMCs, 

os extratos proteicos demonstraram padrões distintos de atividade imunomoduladora, 

assim como observado para a atividade frente à linhagem MT-2. Essas diferenças foram 

evidenciadas principalmente pelo perfil de citocinas induzido após os tratamentos, 

sugerindo mecanismos distintos de interação com células imunes e de modulação 

funcional da resposta imunológica. 
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A imunomodulação induzida pelo extrato de G. multiplicatum sugere 

predominância de resposta pró-inflamatória e linfoproliferativa, caracterizada 

principalmente pelo aumento de IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-1β e IL-17A. No contexto da 

infecção pelo HTLV-1, essas citocinas estão frequentemente associadas a estados de 

hiperativação imunológica e inflamação crônica. A elevação de IL-2 e IFN-γ, por 

exemplo, constitui uma das principais características da ativação espontânea de linfócitos 

T observada em PVHTLV-1, contribuindo para a manutenção da proliferação celular e 

amplificação da resposta inflamatória (Assone et al., 2022; Shafiei; Mozhgani, 2023). 

Da mesma forma, TNF-α, IL-1β e IL-17A estão relacionadas à intensificação do 

processo inflamatório e ao recrutamento celular, sendo frequentemente associadas à 

fisiopatologia da HAM/TSP, especialmente em processos de neuroinflamação e dano 

tecidual (Letafati et al., 2026). Em contrapartida, o perfil observado não apresentou 

aumento expressivo de IL-10, citocina frequentemente relacionada à imunossupressão e 

à manutenção da sobrevivência de células leucêmicas na ATL (Weterings; Rowan; Cook, 

2025). 

Esse perfil imunomodulador, associado à baixa capacidade de redução da 

viabilidade da linhagem MT-2, sugere menor potencial terapêutico frente ao HTLV-1. 

Contudo, o aumento da atividade metabólica em PBMCs, juntamente com a indução de 

citocinas associadas à ativação imunológica, sugere a possibilidade de outras aplicações 

biológicas para o extrato. Nesse contexto, compostos naturais com propriedades pró-

inflamatória e potencial linfoproliferativo vêm sendo investigados como agentes 

adjuvantes em diferentes contextos neoplásicos (Dong et al., 2022; Wang et al., 2024). 

A atividade imunomoduladora induzida pelo extrato proteico de G. sichuanense 

apresentou perfil distinto, caracterizado predominantemente pela redução progressiva de 

citocinas associadas à inflamação e à proliferação celular. Embora tenha sido observado 

aumento inicial de TNF-α, IL-1β, IL-2, IFN-γ e IL-4 nas menores concentrações 

avaliadas, diminuições progressivas e expressivas foram observadas para IL-6, IL-8, IL-

10 e IL-12p70, IFN-γ e IL-4 com o aumento da concentração do extrato. Esse 

comportamento sugere um efeito imunomodulador concentração-dependente, 

caracterizado por uma resposta inicial de ativação celular, seguida de supressão parcial 

de mediadores inflamatórios e linfoproliferativos. 

O aumento na secreção de IL-2 nas menores concentrações, seguido de redução 

nas maiores concentrações, verificado para ambos os extratos é consistente com o 

aumento na atividade metabólica verificada para as PBMCs no ensaio com MTT. Esse 

achado corrobora portanto o potencial mitogênicos das amostras, uma vez que essa 
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citocina é reconhecida como um fator de crescimento de linfócitos T, sendo verificado no 

sobrenadante de células em processo de mitose (Spolski; Li; Leonard, 2018). 

No contexto da infecção pelo HTLV-1, a redução de IL-6, IL-8 e IL-1β é 

particularmente relevante, uma vez que essas citocinas estão envolvidas na manutenção 

do processo inflamatório crônico, no recrutamento celular e no dano tecidual observado 

principalmente na HAM/TSP. Além disso, IL-6 e IL-10 também participam de 

mecanismos relacionados à sobrevivência celular e evasão imune em células 

transformadas pelo HTLV-1 (Bastos Ferreira et al., 2026; Futsch et al., 2018).  

A diminuição observada para IL-10 é particularmente relevante, considerando o 

papel dessa citocina na imunossupressão e na manutenção do microambiente favorável à 

progressão da ATL. Paralelamente, a ausência de aumento expressivo de IL-17A sugere 

menor potencial de exacerbação de vias inflamatórias associadas à neuroinflamação e 

recrutamento celular persistente (Letafati et al., 2026; Weterings; Rowan; Cook, 2025). 

Esses resultados tornam-se ainda mais relevantes quando associados à maior 

capacidade do extrato em reduzir a atividade metabólica e promover alterações na 

organização do microambiente celular da linhagem MT-2. Conforme observado no mapa 

de calor, o extrato de G. sichuanense combinou estímulo do metabolismo de PBMCs 

saudáveis, atividade citotóxica frente a células infectadas pelo HTLV-1 e redução de 

citocinas potencialmente envolvidas na progressão inflamatória e manutenção da 

infecção. Dessa forma, os resultados sugerem um perfil promissor para aplicações 

terapêuticas relacionadas ao HTLV-1, tanto pela capacidade de comprometer a 

viabilidade celular quanto pela modulação de mediadores imunológicos associados à 

fisiopatologia da HAM/TSP e ATL. 

7.5. Conclusão 

Os extratos proteicos de Ganoderma sichuanense e Ganoderma multiplicatum 

apresentaram atividades biológicas distintas nos modelos celulares avaliados, 

demonstrando que diferentes espécies do gênero Ganoderma podem modular respostas 

celulares por mecanismos específicos. No contexto da infecção pelo HTLV-1, G. 

sichuanense destaca-se com maior potencial terapêutico, enquanto G. multiplicatum 

apresenta-se como uma fonte promissora de moléculas bioativas para investigação em 

outros contextos patológicos. Em conjunto, os resultados reforçam o potencial terapêutico 

de proteínas derivadas de cogumelos medicinais e evidenciam a micodiversidade 

amazônica como fonte de moléculas de interesse biotecnológico. 
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potencialização das atividades biológicas de extratos proteicos de 
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Resumo 

Ganoderma sichuanense é um cogumelo medicinal amplamente empregado como modelo para estudos da 

biossíntese de produtos naturais bioativos. Entre as biomoléculas de interesse, destacam-se as proteínas 

associadas aos mecanismos de defesa fúngica, cuja expressão pode ser estimulada por condições de 

estresse. Nesse contexto, o cultivo submerso sob estresse controlado representa uma estratégia promissora 

para potencializar a obtenção de extratos com maior atividade biológica. O presente trabalho teve como 

objetivo avaliar o potencial da indução de estresse em cultivo submerso como estratégia para modular as 

características estruturais, bioquímicas e farmacológicas de extratos proteicos de G. sichuanense. A 

modulação metabólica foi induzida por estresse salino (NaCl), senescência (18 dias de cultivo) e estresse 

térmico (40 °C). Os extratos proteicos foram obtidos da biomassa micelial por extração salina e, 

caracterizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier por refletância total atenuada (FTIR-ATR). Adicionalmente, foram determinados 

os teores de proteínas, açúcares redutores e compostos fenólicos. A atividade antioxidante foi avaliada pelos 

métodos de ABTS•+, DPPH•, habilidade quelante e poder redutor. A atividade dos extratos em modelos 

celulares foi investigada em PBMCs saudáveis e na linhagem celular MT-2, cronicamente infectada por 

HTLV-1, por meio do ensaio de redução do sal de tetrazólio (MTT). As condições de estresse não 

promoveram alterações significativas na produção de biomassa, com média de 4,8 g·L-1. Entretanto, 

modificações nas características bioquímicas e estruturais dos extratos foram observadas, incluindo 

variações no conteúdo de proteínas, açúcares redutores, compostos fenólicos, morfologia das partículas e 

composição das estruturas secundárias das proteínas. Todos os extratos apresentaram elevada atividade 

antioxidante, com destaque para o estresse senescente, associado ao maior conteúdo de compostos 

fenólicos. Adicionalmente, os extratos estimularam a atividade metabólica de PBMCs saudáveis e 

promoveram redução da viabilidade e da densidade celular da linhagem MT-2, destacando-se o extrato 

obtido sob estresse térmico, que apresentou o menor valor de CI50 (27,77 µg·mL-1). A dosagem de citocinas 

demonstrou que as condições de estresse alteraram o perfil imunomodulador dos extratos, sendo o estresse 

térmico associado a uma resposta predominantemente imunoestimuladora, enquanto os extratos produzidos 

sob estresse salino e senescente apresentaram maior capacidade de modular mediadores inflamatórios.  

Diante disso, o estresse térmico apresenta-se como uma estratégia promissora para a modulação metabólica 
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de G. sichuanense e a obtenção de biomoléculas de interesse farmacológico. Esses resultados fornecem 

suporte para futuros estudos voltados à identificação das proteínas bioativas, à elucidação dos mecanismos 

celulares envolvidos e à exploração de outras aplicações biotecnológicas. 

Palavras-chave: Antioxidante; Cogumelo medicinal; HTLV-1; Imunomodulação; Plasticidade 

metabólica; Proteínas bioativas. 

Abstract 

Ganoderma sichuanense is a medicinal mushroom widely used as a model organism for studies on the 

biosynthesis of bioactive natural products. Among its biomolecules of interest, proteins associated with 

fungal defense mechanisms stand out, as their expression can be stimulated under stress conditions. In this 

context, submerged cultivation under controlled stress represents a promising strategy to enhance the 

production of extracts with improved biological activity. This study aimed to evaluate the potential of stress 

induction during submerged cultivation as a strategy to modulate the structural, biochemical, and 

pharmacological characteristics of protein extracts from G. sichuanense. Metabolic modulation was 

induced through salt stress (NaCl), senescence (18 days of cultivation), and thermal stress (40 °C). Protein 

extracts were obtained from the mycelial biomass by saline extraction and characterized by scanning 

electron microscopy (SEM) and attenuated total reflectance Fourier-transform infrared spectroscopy 

(FTIR-ATR). In addition, protein, reducing sugar, and phenolic compound contents were determined. 

Antioxidant activity was evaluated using the ABTS•+, DPPH•, metal-chelating, and reducing power assays. 

The biological activity of the extracts was investigated in healthy peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) and in the HTLV-1 chronically infected MT-2 cell line using the methyl tetrazolium (MTT) 

reduction assay. Stress conditions did not significantly affect biomass production, resulting in an average 

yield of 4.8 g·L-1. However, changes in the biochemical and structural characteristics of the extracts were 

observed, including variations in protein, reducing sugar, and phenolic compound contents, as well as 

particle morphology and protein secondary structure composition. All extracts exhibited high antioxidant 

activity, particularly those obtained under senescence stress, which were associated with the highest 

phenolic compound content. Furthermore, the extracts stimulated the metabolic activity of healthy PBMCs 

and reduced both cell viability and cell density in the MT-2 cell line. The thermal stress extract showed the 

strongest effect, exhibiting the lowest IC50 value (27.77 µg·mL-1). Cytokine quantification demonstrated 

that stress conditions altered the immunomodulatory profile of the extracts; heat stress was associated with 

a predominantly immunostimulatory response, whereas extracts produced under salinity stress and 

senescence exhibited a greater capacity to modulate inflammatory mediators. These findings indicate that 

thermal stress is a promising strategy for the metabolic modulation of G. sichuanense and the production 

of biomolecules with pharmacological potential. Moreover, the results provide support for future studies 

aimed at identifying its bioactive proteins, elucidating the cellular mechanisms involved, and exploring 

additional biotechnological applications. 

Keywords: Antioxidant; Bioactive proteins; HTLV-1; Immunomodulation; Medicinal mushroom; 

Metabolic plasticity. 

8.1. Introdução 

Ganoderma sichuanense é um cogumelo medicinal amplamente utilizado como 

organismo-modelo em estudos sobre a biossíntese de produtos naturais. Diversas 

pesquisas têm empregado estratégias de engenharia metabólica para otimizar a produção 

de moléculas bioativas, visando aumentar tanto o rendimento quanto a eficiência da 

obtenção de seus produtos derivados (Du et al., 2025). Nesse contexto, a fermentação 

submersa destaca-se como uma plataforma biotecnológica promissora, pois possibilita o 

controle preciso das condições de cultivo, incluindo a composição do meio, temperatura, 

aeração e a aplicação de diferentes fatores de estresse. Essa flexibilidade permite modular 
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o metabolismo fúngico e direcionar a biossíntese de metabólitos de interesse 

biotecnológico e farmacêutico  (Romero et al., 2025). 

Em condições de estresse, o metabolismo proteico fúngico sofre intensa 

remodelação, caracterizada pela regulação positiva de proteínas envolvidas na resposta 

ao estresse oxidativo, incluindo enzimas antioxidantes, como catalases, peroxidases e 

superóxido dismutases, além de proteínas relacionadas à reciclagem e manutenção 

proteica, como proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) e proteases 

(Kroll; Pähtz; Kniemeyer, 2014; Li; Harvey; McNeil, 2009). Em G. sichuanense, esse 

mecanismo adaptativo já foi descrito como uma resposta capaz de modular a expressão 

de proteínas biologicamente ativas frente a condições adversas de cultivo, favorecendo a 

produção de moléculas com potencial farmacológico e ampliando o interesse 

biotecnológico da espécie (Cai et al., 2023). 

  A estratégia de cultivo sob condições de estresse torna-se particularmente 

relevante, considerando que diversas proteínas bioativas intracelulares de Ganoderma 

estão funcionalmente associadas aos mecanismos de defesa e adaptação fúngica. Nesse 

sentido, além de HSPs e das enzimas antioxidantes, outras classes proteicas, como 

lectinas, inibidores de proteases e proteínas imunomoduladoras fúngicas (Fungal 

Immunomodulatory Proteins, FIPs) participam da resposta adaptativa dos fungos e 

podem ter sua expressão aumentada após diferentes estímulos ambientais e fisiológicos 

(Li et al., 2018; Sabotič; Ohm; Künzler, 2016). 

Essas proteínas, além de desempenharem papel central na adaptação celular às 

condições de estresse, apresentam elevado potencial biotecnológico devido às suas 

propriedades antioxidantes, imunomoduladoras, antitumorais e antivirais (Burchacka; 

Pięta; Łupicka-Słowik, 2022; Liu; Bastiaan-Net; Wichers, 2020; Pockley; Henderson, 

2017). Conforme demonstrado no Capítulo 3, extratos proteicos de G. sichuanense 

(CC22) apresentam atividades imunomoduladora e citotóxica frente células infectadas 

com o vírus linfotrópico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1), além de serem fonte de 

proteases, inibidores de proteases e proteínas antioxidantes (Chevreuil et al., 2025; Pessoa 

et al., 2023, 2026). 

Nessa perspectiva, a indução de respostas adaptativas por condições controladas 

de estresse apresenta-se como uma estratégia promissora para direcionar o metabolismo 

fúngico à produção de proteínas bioativas e, consequentemente, potencializar as 

propriedades farmacológicas dos extratos obtidos. Assim, o presente estudo propôs 

diferentes condições de estresse e avaliou seus efeitos sobre o crescimento micelial, a 
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recuperação de proteínas, as características estruturais e bioquímicas e as atividades 

antioxidante, citotóxica frente à linhagem MT-2 infectada pelo HTLV-1 e 

imunomoduladora de extratos proteicos de G. sichuanense CC22. 

8.2. Materiais e Métodos 

8.2.1. Aspectos éticos 

O presente estudo faz parte de um projeto maior, previamente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (HEMOAM), sob o CAAE nº 96247226.0.0000.0009 e parecer nº 8.320.006 

(Anexos, Documentos suplementares 1). A coleta do sangue periférico foi realizada 

somente após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em 

conformidade com a Resolução CNS nº 466/2012 

8.2.2. Cultivo fúngico 

8.2.2.1. Linhagem fúngica 

Ganoderma sichuanense (CC22) foi acessado da coleção de trabalho do 

Laboratório de Cultivo de Fungos Comestíveis, pertencente à Coordenação de Tecnologia 

e Inovação do Instituo Nacional de Pesquisas da Amazônia (COTEI/INPA). A linhagem 

foi mantida em placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA) 

refrigeradas à 4 ºC até a utilização. A reativação para cultivo foi realizada em meio BDA 

com incubação à 25 ºC. 

8.2.2.2. Fermentação submersa e parâmetros de crescimento 

Na fermentação submersa, sete discos miceliais (Ø = 7 mm) provenientes de 

culturas previamente crescidas em meio batata-dextrose-ágar (BDA), foram inoculados 

em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 125 mL de meio de cultivo composto por 

glicose (10 g·L-1), extrato de levedura (5 g·L-1) e peptona de soja (2,5 g·L-1). Os cultivos 

foram mantidos sob condições estáticas (n = 25) e submetidos a diferentes condições de 

estresse abiótico, visando modular a síntese proteica, conforme descrito na Tabela 1. 

Tabela 1 – Condições de estresse adotadas para a fermentação submersa. 

Estresse aplicado Meio de cultivo Condições de incubação Referência 

Salino 
Meio padrão + NaCl 

(0,35 mM) 
12 dias a 25 °C 

Adaptado de Mahmoud, 

Mohamed e Elzaher (2007) 

Senescente Meio padrão 18 dias a 25 °C 
Adaptado de  

Pessoa et al. (2026) 

Térmico Meio padrão 25 °C por 10 dias  Adaptado de  
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+ 40 °C por 2 dias Yan et al. (2020) 

Após os períodos de fermentação, a biomassa micelial foi separada do caldo 

fermentado por filtração a vácuo e lavada com água destilada. De cada condição, frascos 

foram selecionados aleatoriamente e utilizados como replicatas biológicas independentes 

(n = 3) para a determinação da produção de biomassa (g·L-1). Para isso, a biomassa foi 

seca em estufa a 60 °C até peso constante e quantificada gravimetricamente. O material 

proveniente dos demais frascos, após filtração, foi reunido, liofilizado, triturado e 

acondicionado sob refrigeração a 4 °C até sua utilização. 

8.2.3. Obtenção dos extratos proteicos 

As biomassas miceliais liofilizadas e pulverizadas foram submetidas à extração 

proteica utilizando solução de NaCl 0,15 M na proporção de 1:20 (m/v), sob agitação 

constante (120 rpm) por 2 h a 10 °C, seguida de centrifugação (20 min, 10.000 × g, 4 °C). 

O sobrenadante obtido foi submetido à diálise contra água destilada utilizando 

membranas de celulose com cut-off de 12 kDa, durante 48 h sob refrigeração (4 °C). 

Posteriormente, o material foi centrifugado novamente (20 min, 4.667 × g, 4 °C) e 

liofilizado, resultando em extratos enriquecidos em proteínas de média à alta massa 

molecular. 

8.2.4. Caracterização bioquímica 

O teor de proteínas solúveis foi estimado pelas metodologias descrita por Bradford 

(1976) e Lowry et al. (1951), adaptadas para microplacas de 96 poços, utilizando 

albumina sérica bovina (BSA) como padrão analítico. O teor de compostos fenólicos 

totais (CFT) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, sendo os resultados 

expressos em miligramas de equivalentes de ácido gálico (EAG) por grama de amostra 

(Singleton; Rossi, 1965). Os açúcares redutores foram quantificados pelo método do 

ácido dinitrosalicílico (DNS), utilizando uma curva padrão de glicose para estimativa dos 

valores (Miller, 1959). 

8.2.5. Caracterização estrutural dos extratos proteicos 

A estrutura dos extratos proteicos foi analisada por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). As amostras foram dispostas sobre uma fita de carbono e metalizadas 

com platina até uma espessura aproximada de 10 nm utilizando o equipamento Leica EM 

ACE600. As micrografias foram obtidas utilizando um microscópio eletrônico de 
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varredura JEOL JSM IT500HR, operado a uma voltagem de aceleração de 5 kV, em modo 

de elétrons secundários.  

A composição química dos extratos proteicos foi avaliada por Espectroscopia no 

Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflectância Total Atenuada (ATR-

FTIR). Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram analisados em um espectrômetro 

Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), na faixa espectral de 750 a 4000 

cm-1. 

A avaliação da estrutura secundária das proteínas foi realizada a partir da região 

correspondente à banda de amida I (1700–1600 cm-1). Inicialmente, os espectros foram 

submetidos à correção de linha de base, suavização utilizando o filtro de Savitzky–Golay 

e normalização dos sinais. Posteriormente, a deconvolução da banda de amida I foi 

conduzida por ajuste Gaussiano múltiplo não linear empregando o pacote minpack.lm no 

software RStudio versão 4.4.2. Os percentuais relativos das estruturas secundárias foram 

estimados por meio da integração das áreas das bandas ajustadas. 

8.2.6. Atividade antioxidante 

A atividade antioxidante dos extratos proteicos foi avaliada por meio de ensaios 

de sequestro dos radicais ABTS•+ (ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico)) 

e DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), capacidade quelante de íons ferrosos e poder 

redutor do íon férrico, utilizando metodologias adaptadas para microplacas de 96 poços 

(Oliveira-Junior et al., 2024). Para os ensaios, os extratos proteicos foram inicialmente 

ressuspendidos em água destilada na concentração de 5 mg·mL-1. Nos ensaios de ABTS•+, 

DPPH• e habilidade quelante, os resultados foram expressos em percentual de 

inibição/quelação. Para o ensaio de poder redutor, o aumento da absorbância foi 

considerado indicativo de maior potencial antioxidante das amostras. 

8.2.7. Análises em modelos celulares 

8.2.7.1. Linhagem celular infectada com HTLV-1 

A linhagem celular comercial MT-2, derivada de células T CD4+ humanas 

cronicamente infectadas por HTLV-1, foi utilizada como modelo celular infectado. O 

cultivo celular foi realizado em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol, modificado 

com L-glutamina, Hepes e bicarbonato de sódio (Gibco™, Rockville, MD), 

suplementado com  10% de soro bovino fetal (SFB, Gibco™) e 1% de antibiótico + 
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antimicótico (Gibco™). O meio de cultura foi renovado, em média, a cada a cada 48h 

para manutenção da viabilidade e das condições adequadas de cultivo celular.   

8.2.7.2. Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico 

O isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de um 

doador saudável da Fundação HEMOAM foi realizado por gradiente de densidade 

utilizando Histopaque® (Sigma-Aldrich), sendo utilizadas como células HTLV-1 

negativas para comparação com a linhagem infectada. Após a coleta, o sangue periférico 

foi diluído em tampão fosfato-salino (PBS) na proporção de 1:1 (v/v) e cuidadosamente 

adicionado em tubos Falcon contendo Histopaque® na proporção de 1:3 (Histopaque: 

sangue diluído), seguido de centrifugação a 400 × g por 30 min. A interface 

correspondente às PBMCs foi coletada e lavada três vezes com meio RPMI 

suplementado, seguido de centrifugação a 400 × g por 10 min a 4 °C. Posteriormente, o 

pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI suplementado, de acordo com a 

concentração celular necessária para a realização dos testes. 

8.2.7.3. Análise de viabilidade celular 

A citotoxicidade dos extratos proteicos foi avaliada a partir do ensaio de redução 

do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), baseado na 

capacidade metabólica celular de converter o sal tetrazólico em cristais de formazan. Para 

os ensaios, PBMCs e células da linhagem MT-2 foram semeadas em placas de 96 poços, 

na densidade de 1 × 105 células/poço em meio RPMI suplementado, e tratadas com 

diferentes concentrações dos extratos proteicos (3,125–200 µg·mL-1). As células foram 

incubadas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO₂. Para as PBMCs, o período de 

exposição foi de 24 h, enquanto para a linhagem MT-2 foram avaliados os períodos de 

24, 48 e 72 h. 

Após os períodos de incubação, o meio de cultura foi removido e substituído por 

100 µL de meio RPMI sem vermelho de fenol, contendo 10 µL de solução de MTT (5 

mg·mL-1 em PBS), seguido de incubação por 4 h. Posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado e os cristais de formazan foram solubilizados em 100 µL de DMSO 100%. O 

meio RPMI foi utilizado como controle negativo, enquanto DMSO (25%, v/v) foi 

empregado como controle positivo. Os resultados foram expressos em percentual de 

atividade metabólica celular em relação ao controle negativo. 
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8.2.7.4. Avaliação morfológica e análise da densidade celular da linhagem 

MT-2 

Para a avaliação morfológica, células da linhagem MT-2 foram distribuídas em 

placas de 96 poços de fundo plano, na densidade de 5 × 105 células/poço, e incubadas por 

48 h até atingirem aproximadamente 80% de confluência. Posteriormente, as células 

foram tratadas com diferentes concentrações dos extratos proteicos (3,125–200 µg·mL-1) 

e incubadas por 24 h a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2. As alterações 

morfológicas e o padrão de agregação celular foram avaliados por microscopia de luz 

invertida utilizando um microscópio Zeiss PrimoVert com objetiva de 4× (aumento total 

de 40×).  

As imagens obtidas foram processadas no software ImageJ/Fiji (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) para determinação da densidade celular. Após 

conversão para escala de cinza, correção de fundo e segmentação por limiarização, a área 

ocupada pelas células foi quantificada e expressa como percentual de área ocupada 

(%Area). Posteriormente, os valores obtidos foram normalizados em relação ao grupo 

controle e utilizados para comparação entre os tratamentos. 

8.2.7.5. Atividade Imunomoduladora 

Para a avaliação da modulação da produção de citocinas, PBMCs foram semeadas 

em placas de 96 poços, na densidade de 1 × 105 células/poço, e previamente estimuladas 

com lipopolissacarídeo (LPS) por 24 h, visando induzir uma resposta pró-inflamatória. 

As células foram mantidas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2. Após esse 

período, as células foram tratadas com os extratos proteicos nas concentrações de 25, 50, 

100 e 200 µg·mL-1, permanecendo incubadas por mais 24 h. 

Ao término da incubação, os sobrenadantes celulares foram coletados para 

quantificação das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-

α e IFN-γ, utilizando os kits BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 

Cytokine e Human Inflammatory Cytokines. As análises foram realizadas em citômetro 

de fluxo FACSCanto™ II (BD Biosciences), com processamento dos dados no software 

FCAP Array, conforme recomendações do fabricante. Os ensaios foram conduzidos em 

triplicata e os resultados foram expressos em pg·mL-1. 

8.2.8. Análise dos dados 

Os dados de quantificação de biomoléculas foram submetidos à análise de 

variância de uma via (one-way ANOVA), seguido de teste de Tukey, enquanto os ensaios 

celulares foram analisados por ANOVA, seguido do pós-teste de Dunnett. Em ambos os 
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casos, foram consideradas significativas as diferenças com valores de p ≤ 0,05. Os valores 

de CI50 foram estimados por regressão não linear utilizando o modelo log(inibidor) versus 

resposta normalizada com inclinação variável. Todas as análises estatísticas e regressões 

foram realizadas no software GraphPad Prism versão 9.4. 

8.3. Resultados 

8.3.1. Efeitos das condições de estresse sobre o crescimento fúngico 

As diferentes condições de estresse não promoveram diferenças estatisticamente 

significativas na produção de biomassa micelial, resultando em uma produção média de 

4,8 g·L-1. O estresse térmico apresentou a maior heterogeneidade na produção de 

biomassa, seguido pelo estresse salino, enquanto o estresse senescente resultou em 

crescimento mais uniforme, evidenciado pela menor dispersão dos dados (Figura 1). 

Figura 1 – Produção de biomassa de G. sichuanense em diferentes condições de estresse. 

 
 Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 experimentos independentes). ns = diferenças 

estatísticas não significativas segundo o teste de comparações múltiplas de Tukey (p ≤ 0,05). 

8.3.2. Caracterização estrutural dos extratos 

A análise por FTIR-ATR revelou bandas de absorção em aproximadamente 3280, 

2920, 1630, 1540, 1400, 1240 e 1050 cm-1, compatíveis com grupos funcionais 

característicos de moléculas de natureza proteica (Figura 2A). Entre os tratamentos 

avaliados, o extrato obtido sob estresse salino apresentou maior intensidade de 

absorbância ao longo de praticamente todo o espectro, seguido pelo estresse térmico e  

senescente. Essas diferenças podem refletir variações na composição química dos 

extratos, mas também podem estar relacionadas a características físicas das amostras, 

como o tamanho e o grau de agregação das partículas. 

As micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura corroboram essas 

observações, evidenciando diferenças morfológicas entre os extratos (Figura 2B–D). O 
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extrato proveniente do estresse salino apresentou partículas mais agregadas, organizadas 

em estruturas lamelares compactas (Figura 2B). De modo semelhante, o estresse térmico 

também resultou em partículas aglomeradas, embora com aspecto menos compacto 

(Figura 2D). Em contraste, o extrato proveniente do estresse senescente apresentou maior 

fragmentação, com predominância de partículas menores e menos agregadas (Figura 2C). 

Figura 2 – Espectros de FTIR-ATR dos extratos proteicos de Ganoderma sichuanense obtidos sob 

condições de estresse salino, senescente e térmico (A), e micrografias eletrônicas de varredura dos extratos 

provenientes do estresse salino (B), senescente (C) e térmico (D). 

 

A análise da região Amida I dos espectros de FTIR-ATR revelou diferenças na 

composição das estruturas secundárias das proteínas em resposta às diferentes condições 

de estresse (Tabela 2). As proporções de folhas β e espirais aleatórias mantiveram-se 

relativamente conservadas entre os tratamentos avaliados. Em contrapartida, alterações 

mais pronunciadas foram observadas para as frações de α-hélice e voltas β. Uma redução 

progressiva do conteúdo de α-hélices, acompanhada pelo aumento da proporção de voltas 

β, foi verificada nos extratos obtidos do cultivo sob estresse salino, senescente e térmico, 

respectivamente. 



173  

Tabela 2 – Composição percentual das estruturas secundárias das proteínas presentes nos extratos de G. 

sichuanense, estimada por deconvolução da região Amida I dos espectros obtidos por FTIR-ATR. 

Condição 

Estruturas secundárias (%)  

α-hélice Folhas β Voltas β β-antiparalelo 
Estruturas 

aleatórias 
R2 

Estresse 

salino 17,65 46,04 21,51 7,90 6,88 0,938 

Estresse 

senescente 12,67 44,59 25,42 11,05 6,25 0,953 

Estresse 

térmico 
4,52 45,76 31,45 10,84 7,41 0.949 

 

8.3.3. Caracterização bioquímica dos extratos 

A quantificação de proteínas pelo método de Bradford não demonstrou alterações 

estatísticas significativas entre os extratos obtidos sob as diferentes condições de estresse, 

com valores médios em torno de 300 mg de proteínas por g de extrato (Figura 3A). Em 

contraste, pelo método de Lowry, o extrato proveniente do estresse senescente apresentou 

maiores valores (572,28 ± 31,82 mg·g-1), em relação ao estresse térmico (489,35 ± 15,64 

mg·g-1) e salino (470,80 ± 19,67 mg·g-1) (Figura 3B). 

O teor de compostos fenólicos totais foi significativamente superior no extrato 

proteico obtido do estresse senescente (48,92 ± 2,00 mg EAG·g-1), quando comparado 

aos extratos provenientes dos estresses térmico (33,46 ± 1,96 mg EAG·g-1) e salino (32,33 

± 1,36 mg EAG·g-1) (Figura 3C). O conteúdo de açúcares, por sua vez, foi maior no 

extrato proveniente do estresse salino (21,11 ± 0,96 mg·g-1), seguido por estresse 

senescente (16,51 ± 0,50 mg·g-1) e térmico (14,81 ± 0,38 mg·g-1) (Figura 3D). 
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Figura 3 – Quantificação de proteínas solúveis pelos métodos de Bradford (A) e Lowry (B), compostos 

fenólicos (C) e açúcares redutores (D) nos extratos proteicos de G. sichuanense cultivado em diferentes 

condições de estresse. 

 

Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações, de acordo com ANOVA de uma via 

seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey (ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). 

8.3.4. Atividade Antioxidante 

No ensaio de sequestro do radical ABTS•+, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os tratamentos, sendo todos os extratos capazes de 

promover aproximadamente 98% de inibição do radical (Figura 4A). Na inibição do 

DPPH•, por sua vez, os extratos proteicos provenientes do estresse senescente (88,01 ± 

0,99 %) e salino (82,59 ± 3,14 %) apresentaram maior capacidade de sequestro de radicais 

livres em comparação ao extrato obtido sob estresse térmico (79,16 ± 2,00 %) (Figura 

4B). Já com relação à capacidade de interação das amostras com íons de ferro, destacou-

se o extrato proteico obtido do estresse senescente, tanto para habilidade quelante (71,08 

± 1,21 %) quanto para poder redutor (0,716 ± 0,004 U.A.) (Figura 4C–D).  
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Figura 4 – Atividade antioxidante avaliada pelos métodos de ABTS•+ (A), DPPH• (B), habilidade quelante 

(C) e poder redutor (D) nos extratos proteicos de G. sichuanense cultivado em diferentes condições de 

estresse. 

 

Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações, de acordo com ANOVA de uma via 

seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey (ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). 

8.3.5. Efeito dos extratos proteicos em PBMCs 

Frente às PBMCs saudáveis, os extratos proteicos não promoveram redução da 

atividade metabólica celular em nenhuma das concentrações avaliadas, indicando 

ausência de efeito citotóxico. Pelo contrário, o tratamento das células com os extratos 

resultou em aumento do metabolismo celular em relação ao controle, com destaque para 

o extrato proteico obtido do cultivo em estresse térmico (Figura 5). 
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Figura 5 – Atividade metabólica relativa de PBMCs tratadas com diferentes concentrações dos extratos 

proteicos de G. sichuanense cultivado sob diferentes condições de estresse. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

8.3.6. Efeito dos extratos proteicos sobre a linhagem MT-2 

Frente à linhagem MT-2, os extratos proteicos promoveram redução da atividade 

metabólica celular de maneira dose-dependente (Figura 6). Entre as condições avaliadas, 

destacou-se o extrato obtido de cultivos submetidos ao estresse térmico, que apresentou 

a maior redução da atividade metabólica celular a partir da concentração de 25 µg·mL-1  

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 



177  

Figura 6 – Atividade metabólica relativa de células da linhagem MT-2 tratadas com diferentes 

concentrações dos extratos proteicos de G. sichuanense cultivado sob diferentes condições de estresse. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; ns = diferenças estatísticas não significativas; *p < 0,05; **p < 0,01; 

*p < 0,001; ****p < 0,0001). 

Para avaliar de forma mais precisa o potencial individual das amostras, foi 

estimada a concentração inibitória de 50% (CI50) por meio da modelagem das curvas 

dose-resposta obtidas nos ensaios de atividade metabólica. Os resultados demonstraram 

que o extrato proteico de G. sichuanense obtido sob condição de estresse térmico 

apresentou maior potencial citotóxico, necessitando de menores concentrações para para 

reduzir em 50% a atividade metabólica das células MT-2 (Tabela 3).  
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Tabela 3 – Estimativa da concentração inibitória de 50% (CI50) dos extratos proteicos de G. sichuanense 

sobre a atividade metabólica da linhagem MT-2. 

Condição CI50 (µg·mL-1) 
Intervalo de 

confiança (95%) 
logCI50 

CI50 normalizada 

(µg de proteína·mL-1)* 
R2 

Estresse 

salino 
106,70 83,18 – 145,1  2,028 50,24 0,8897 

Estresse 

senescente 
54,73 38,31 – 82,52 1,738 31,32 0,8270 

Estresse 

térmico 
27,77 23,16 – 33,22 1,444 13,59 0,9494 

*Calculada com base no teor proteico determinado pelo método de Lowry. 

8.3.7. Efeito dos extratos proteicos sobre a densidade celular da linhagem MT-2 

A análise morfológica da linhagem MT-2 revelou alterações na área ocupada pelas 

células após o tratamento com os extratos proteicos, apresentando um comportamento 

dependente da concentração e consistente com o perfil observado no ensaio de atividade 

metabólica (MTT). Nas menores concentrações, os agregados celulares característicos da 

linhagem permaneceram preservados, sem alterações morfológicas evidentes. Entretanto, 

o aumento da concentração dos extratos promoveu redução progressiva da área ocupada 

pelas células, acompanhada pela diminuição da densidade dos agregados celulares e pelo 

aumento de regiões livres de células (Figura 7A). 

Entre os tratamentos avaliados, o extrato obtido sob estresse térmico promoveu a 

redução mais pronunciada da área celular, com efeito perceptível a partir da concentração 

de 12,5 µg·mL-1 e intensificado nas concentrações subsequentes. Em contraste, o extrato 

proveniente do estresse senescente apresentou maior preservação da área ocupada pelas 

células ao longo das concentrações avaliadas, enquanto o extrato obtido sob estresse 

salino exibiu comportamento intermediário (Figura 7B). 
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Figura 7 – Efeito dos extratos proteicos de G. sichuanense cultivado em diferentes condições de estresse 

sobre a densidade das células MT-2, demonstrado por micrografias representativas (A) e pela quantificação 

da área celular (%) obtida por análise digital de imagens (B). 

 

8.3.8. Atividade Imunomoduladora 

Os extratos proteicos apresentaram perfis imunomoduladores distintos, 

evidenciando a influência tanto das condições de estresse durante o cultivo quanto da 

concentração avaliada (Figuras 8–10). Dentre as citocinas associadas à resposta 

inflamatória (Figura 8), a produção de IL-1β apresentou comportamentos semelhante 

entre os extratos do cultivo em estresse salino e senescente, os quais induziram um 

aumento da produção de IL-1β na concentração de 25 µg·mL-1, seguido por redução 

progressiva nas concentrações subsequentes. Em contraste, o extrato obtido sob estresse 

térmico apresentou concentrações superiores ao controle em todas as doses avaliadas, 

com uma resposta sustentada em torno de 2,150 pg·mL-1 entre as concentrações de 25 e 

100 µg·mL-1. 

Para IL-6 e IL-8, observou-se uma redução dependente da concentração para todos 

os extratos avaliados (Figura 8). Entretanto, esse efeito foi mais pronunciado para os 

extratos produzidos sob estresse salino e senescente, destacando-se o extrato obtido sob 



180  

estresse salino, que promoveu uma redução de aproximadamente quatro vezes na 

concentração dessas citocinas após tratamento com 200 µg·mL-1. Em contraste, os 

extratos produzidos sob estresse térmico mantiveram níveis mais elevados de IL-6 e IL-

8 ao longo das concentrações avaliadas.  

A secreção de TNF-α, por sua vez, apresentou o perfil mais distinto dentre as 

citocinas inflamatórias, uma vez que todos os extratos induziram concentrações 

superiores às observadas no controle (0 µg·mL-1), independentemente da dose avaliada 

(Figura 8). Entretanto, o comportamento dose-dependente diferiu entre as condições de 

estresse. Para os extratos produzidos sob estresse salino, não foram observadas diferenças 

significativas entre as concentrações testadas, evidenciando uma resposta sustentada, 

caracterizada pela manutenção de um platô de produção de TNF-α ao longo de todo o 

intervalo de doses. Em contraste, os extratos produzidos sob estresse senescente e térmico 

apresentaram perfis semelhantes entre si, nos quais as concentrações de 50, 100 e 200 

µg·mL-1 não diferiram estatisticamente, mantendo valores médios próximos de 560 

pg·mL-1, enquanto a concentração de 25 µg·mL-1 apresentou níveis significativamente 

inferiores. 

Figura 8 – Modulação da produção de citocinas associadas à resposta inflamatória em 

PBMCs previamente estimuladas com LPS e tratadas com extratos proteicos de 

Ganoderma sichuanense cultivado sob diferentes condições de estresse. 

 



181  

Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças significativas em relação ao grupo controle, determinadas por ANOVA seguida do pós-teste de 

Dunnett (ns: não significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; **p < 0,0001). Letras diferentes 

indicam diferenças significativas entre as concentrações de uma mesma condição experimental, 

determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), enquanto a ausência de letras indica que não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre as concentrações avaliadas. 

Em relação às citocinas associadas à resposta imune adaptativa (Figura 9), a 

produção de IL-2 apresentou um perfil dose-dependente, caracterizado por maiores 

concentrações nas menores doses dos extratos, seguidas por redução progressiva 

conforme o aumento da concentração das amostras. Dentre os grupos avaliados, o extrato 

produzido sob estresse térmico promoveu os maiores níveis de IL-2, mantendo valores 

médios próximos de 290 pg·mL-1 entre 25 e 100 µg·mL-1 de amostra, sendo também o 

único em que a concentração de 200 µg·mL-1 diferiu significativamente do controle. 

Perfil semelhante foi observado para IL-4, com maiores concentrações da citocina nas 

menores doses e redução progressiva nas concentrações subsequentes. Novamente, o 

extrato obtido sob estresse térmico apresentou a resposta mais pronunciada, destacando a 

concentração de 25 µg·mL-1 de amostra, que atingiu um pico de 27,73 ± 3,41 pg·mL-1. 

Os níveis de IL-12p70 permaneceram reduzidos em todas as condições 

experimentais, apresentando tendência de diminuição em relação ao controle, porém sem 

um padrão consistente de resposta dependente da concentração dos extratos. Em relação 

a IFN-γ, observou-se comportamento semelhante ao descrito para IL-2 e IL-4, 

caracterizado por maiores concentrações nas menores doses, seguidas por redução 

progressiva à medida que a concentração dos extratos aumenta. Entre os tratamentos 

avaliados, destacou-se o extrato produzido sob estresse térmico na concentração de 25 

µg·mL-1, que promoveu o maior nível de IFN-γ (329,79 ± 6,03 pg·mL-1). 
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Figura 9 – Modulação da produção de citocinas associadas à resposta imune adaptativa em PBMCs 

previamente estimuladas com LPS e tratadas com extratos proteicos de Ganoderma sichuanense cultivado 

sob diferentes condições de estresse. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças significativas em relação ao grupo controle, determinadas por ANOVA seguida do pós-teste de 

Dunnett (ns: não significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; **p < 0,0001). Letras diferentes 

indicam diferenças significativas entre as concentrações de uma mesma condição experimental, 

determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), enquanto a ausência de letras indica que não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre as concentrações avaliadas. 

Entre as citocinas associadas à resposta imune de barreira e mucosas (Figura 10), 

a produção de IL-10 foi reduzida progressivamente com o aumento da concentração dos 

extratos, independentemente da condição de estresse, evidenciando um claro padrão dose-

dependente. Entretanto, o extrato proteico produzido sob estresse térmico apresentou 

comportamento distinto em relação aos demais, preservando níveis mais elevados de IL-

10 mesmo na maior concentração avaliada. Em contraste, a produção de IL-17A 

apresentou elevada variabilidade entre as concentrações e condições experimentais, sem 

evidenciar um padrão consistente de resposta dependente da concentração dos extratos. 
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Figura 10 – Modulação da produção de citocinas associadas à resposta imune regulatória e Th17 em 

PBMCs previamente estimuladas com LPS e tratadas com extratos proteicos de Ganoderma sichuanense 

cultivado sob diferentes condições de estresse. 

 
Dados apresentados como média ± desvio padrão (n = 3 repetições independentes). Asteriscos indicam 

diferenças significativas em relação ao grupo controle, determinadas por ANOVA seguida do pós-teste de 

Dunnett (ns: não significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; **p < 0,0001). Letras diferentes 

indicam diferenças significativas entre as concentrações de uma mesma condição experimental, 

determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), enquanto a ausência de letras indica que não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre as concentrações avaliadas. 

8.4. Discussão 

Condições de estresse são capazes de alterar a fisiologia e o metabolismo de 

cogumelos, favorecendo o acúmulo de compostos bioativos e remodelando o proteoma 

fúngico (Liu et al., 2018; Luo et al., 2021; Zhao et al., 2021). Nesse contexto, o estresse 

salino empregado no presente estudo foi baseado no trabalho de Mahmoud, Mohamed e 

Elzaher (2007), que observaram alterações no conteúdo de polissacarídeos e nos níveis 

de prolina, um importante marcador bioquímico da resposta ao estresse salino, sem 

prejuízos à produção de biomassa e proteínas durante o cultivo submerso de Ganoderma 

resinaceum na presença de 0,35 mM de NaCl, corroborando a elevada sensibilidade dos 

basidiomicetos à presença de cloreto de sódio (Pyeon et al., 2022). 

O estresse senescente, por sua vez, caracteriza-se pelo prolongamento do período 

de cultivo, acompanhado pela redução do crescimento micelial em decorrência da 

limitação de nutrientes disponíveis no meio de cultivo e do acúmulo de espécies reativas 

de oxigênio (He et al., 2019). A escolha dessa condição foi baseada na curva de 

crescimento previamente estabelecida para G. sichuanense, na qual se observou que, após 

12 dias de cultivo líquido, cerca de 75% da fonte de carbono já havia sido consumida. 

Concomitantemente, registrou-se redução do pH do meio para 4,5, situação indicativa de 

limitação nutricional e de estresse fisiológico compatível com o início do processo de 

senescência celular (Pessoa et al., 2026). 
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O estresse térmico, por sua vez, é amplamente descrito por sua capacidade de 

promover alterações no metabolismo fúngico, resultando em mudanças morfológicas, 

aumento da síntese de metabólitos associados à defesa celular e ativação de vias de 

sinalização dependentes de Ca2+. Esses mecanismos regulam a expressão de diferentes 

proteínas relacionadas à resposta ao estresse, incluindo as proteínas de choque térmico 

(Heat Shock Proteins, HSPs), conforme descrito para Ganoderma lucidum (Zhang et al., 

2016). Assim, a aplicação dessa condição experimental foi baseada no modelo de estresse 

térmico contínuo proposto por Yan et al. (2020) para Pleurotus ostreatus, no qual 48 horas 

de exposição a temperaturas elevadas induziram intensas respostas metabólicas e 

proteicas, incluindo a síntese de proteases e HSPs. 

Apesar do impacto descrito dessas condições sobre o crescimento e o metabolismo 

fúngico, não foram observadas diferenças significativas na produção de biomassa seca 

entre os tratamentos avaliados. Os valores obtidos também foram semelhantes aos 

previamente relatados para o cultivo de G. sichuanense em condições não estressantes, 

cuja produção média situou-se em torno de 4,5 g·L-1 (Pessoa et al., 2023, 2026). Embora 

sem diferenças estatísticas, a homogeneidade observada para o estresse senescente pode 

estar associada ao estabelecimento de um platô de crescimento decorrente da limitação 

nutricional. Em contraste, o estresse térmico apresentou maior variabilidade entre as 

repetições, sugerindo uma resposta fisiológica menos uniforme. 

O espectro de FTIR dos extratos proteicos demonstrou a presença de bandas de 

absorção características de proteínas isoladas, semelhantes às descritas para extratos 

proteicos obtidos tanto do basidioma quanto da biomassa micelial de espécies de 

Ganoderma (Chevreuil et al., 2025; Pessoa et al., 2026). As diferenças observadas na 

intensidade das bandas de absorbância podem estar associadas ao conteúdo de 

biomoléculas presentes nos extratos, bem como às características físicas das amostras, 

incluindo o tamanho e a agregação das partículas (Udvardi et al., 2017).  

As micrografias obtidas por MEV corroboram essa hipótese, demonstrando maior 

agregação e diferenças no tamanho de partículas de acordo com a condição de estresse. 

De forma semelhante, Karabulut et al. (2024) observaram alterações na organização das 

partículas associadas às mudanças nos espectros de FTIR de proteínas extraídas de 

Agaricus bisporus. Segundo os autores, diferenças na agregação e organização física das 

partículas podem influenciar a intensidade das bandas espectrais em decorrência de 

alterações nas interações intermoleculares, especialmente nas ligações de hidrogênio 

envolvendo grupos hidroxila e amida. Além disso, essas modificações estruturais podem 
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afetar propriedades funcionais das proteínas, como a solubilidade, uma vez que o grau de 

agregação das partículas influencia diretamente sua interação com o meio aquoso. 

As diferenças observadas na composição das estruturas secundárias dos extratos 

proteicos podem estar associadas tanto a modificações conformacionais em proteínas 

individuais quanto a alterações no perfil de expressão proteica induzidas pelas condições 

de cultivo, considerando que a análise por FTIR reflete a contribuição conjunta das 

proteínas presentes na amostra. O padrão das alterações observadas na estrutura 

secundária também foi relatado para a polifenol oxidase de A. bisporus, apresentando 

efeito progressivo em resposta ao aumento da temperatura (Baltacıoğlu; Bayındırlı; 

Severcan, 2017). Essas mudanças estruturais estão associadas à alterações nas ligações 

de hidrogênio e nas interações de van der Waals, podendo favorecer a exposição de 

segmentos polipeptídicos e regiões hidrofóbicas das proteínas (Baltacıoğlu et al., 2015). 

É importante destacar que, a interação das proteínas com outras moléculas 

presentes nos extratos também pode levar a alterações na sua conformação (Yang et al., 

2019). Nesse sentido, os ensaios de quantificação destacam as proteínas como 

componentes majoritários, com menor contribuição de açúcares redutores e compostos 

fenólicos. Em comparação ao trabalhos anteriores, em que adotou-se o mesmo meio de 

cultura e mesmas estratégias de incubação, o conteúdo de proteínas solúveis no presente 

trabalho apresentou uma redução de cerca de 25% (Pessoa et al., 2023), ao passo que o 

teor de compostos fenólicos se mostrou relativamente estável (Pessoa et al., 2026).  

A maior concentração de compostos fenólicos observada no estresse senescente 

pode estar relacionada ao estágio de crescimento do fungo, uma vez que a síntese de 

metabólitos secundários tende a ser intensificada durante a fase estacionária. Resultado 

semelhante foi descrito para o cultivo estático de Fomitopsis betulina, no qual o maior 

conteúdo de compostos fenólicos foi observado aos 14 dias de cultivo, coincidindo com 

o momento em que a biomassa havia atingido o platô de crescimento (Zaichenko et al., 

2026). O maior conteúdo de açúcares redutores observado no extrato proteico obtido sob 

estresse salino, por sua vez, pode estar associado ao acúmulo de solutos compatíveis, 

incluindo glicose e outros carboidratos, resposta frequentemente relatada em fungos 

cultivados na presença de sais (Venâncio et al., 2017). 

O maior conteúdo de compostos fenólicos observado no extrato obtido sob 

estresse senescente pode ter contribuído para a maior atividade antioxidante verificada 

nessa condição, em comparação aos demais tratamentos. Entretanto, todas as estratégias 

de estresse avaliadas resultaram em aumento da atividade antioxidante em relação ao 

cultivo controle descrito anteriormente. Mesmo utilizando uma concentração de extrato 
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correspondente à metade da previamente testada (5 mg·mL-1), observou-se a manutenção 

da capacidade de inibição dos radicais ABTS•+ e DPPH•, além de um aumento de 

aproximadamente 30% na capacidade quelante (Pessoa et al., 2026). 

Todos os extratos proteicos promoveram aumento da atividade metabólica das 

PBMCs, com destaque para o extrato obtido sob estresse térmico, que apresentou maior 

efeito nas menores concentrações avaliadas. Esse comportamento é semelhante ao 

descrito para extratos de G. lucidum (Gill; Rieder, 2008) e pode estar relacionado à 

presença de proteínas imunomoduladoras e lectinas, reconhecidas por seus efeitos 

mitogênicos, imunoestimuladores e ativadores da resposta imune efetora (Jeurink et al., 

2008). 

Frente à linhagem MT-2, o extrato proteico obtido sob estresse térmico destacou-

se novamente por apresentar o menor valor de CI50 para a redução da atividade 

metabólica. Esse desempenho superou o observado no capítulo anterior para os extratos 

de G. sichuanense produzidos sob condições convencionais de cultivo, nos quais valores 

de CI50 semelhantes foram alcançados apenas após 72 h de exposição às células. Quando 

comparados no mesmo período experimental (24 h), o extrato proveniente do cultivo sob 

estresse térmico apresentou atividade citotóxica aproximadamente quatro vezes superior 

àquela observada para o extrato obtido em condições convencionais (capítulo 3). 

Além da redução da atividade metabólica, típica da atividade citotóxica, os 

extratos promoveram diminuição da densidade celular e da formação de agregados 

observadas nas micrografias, com destaque para a redução observada nas concentrações 

de 12,5 e 25 µg·mL-1 do extrato do cultivo em estresse térmico. Esse resultado sugere um 

possível mecanismo adicional de limitação da disseminação viral, uma vez que a 

transmissão do HTLV-1 depende fortemente do contato célula-célula, da formação de 

agregados celulares e da produção de biofilme viral (Arone; Dutartre; Muriaux, 2024). 

No entanto, estudos específicos são necessários para confirmar essa hipótese. 

Após tratamento com as maiores concentrações dos extratos proteicos, as células 

apresentaram uma tendência de clusterização e escurecimento, o que pode estar 

relacionado ao mecanismo de morte celular. Durante o processo de apoptose, estruturas 

como vesículas extracelulares, corpos apoptóticos e outros marcadores celulares podem 

modular o microambiente, levando à ativação linfocitária e favorecendo o processo de 

agregação e reorganização celular local (Dieudé; Kaci; Hébert, 2021). 

Os resultados dos ensaios de imunomodulação demonstraram que a condição de 

estresse empregada exerceu papel determinante no direcionamento do perfil 

imunomodulador dos extratos. De maneira geral, os extratos provenientes dos estresses 
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salino e senescente promoveram maior redução de citocinas pró-inflamatórias, enquanto 

o extrato produzido sob estresse térmico manteve concentrações mais elevadas de 

diversos mediadores inflamatórios e da resposta imune adaptativa. 

No conjunto de citocinas dosadas, o extrato obtido sob estresse térmico destacou-

se por manter níveis elevados de IL-1β, TNF-α, IL-2 e IFN-γ nas menores concentrações, 

sugerindo um perfil predominantemente imunoestimulador. Esse perfil também foi 

consistente com os ensaios de viabilidade celular realizados nas PBMCs, onde o extrato 

produzido sob estresse térmico apresentou o maior estímulo metabólico nessas células. 

Considerando que a IL-2 constitui o principal fator de crescimento para linfócitos T e que 

o IFN-γ está diretamente relacionado à ativação da resposta imune celular (Ross; Cantrell, 

2018), esses resultados sugerem que o aumento da atividade metabólica das PBMCs pode 

estar associado à maior ativação funcional dessas células, embora estudos específicos 

sejam necessários para confirmar essa relação. 

Ademais, embora os ensaios de imunomodulação e citotoxicidade tenham sido 

conduzidos independentemente, o extrato obtido sob estresse térmico apresentou perfil 

imunológico coincidente com a maior citotoxicidade observada anteriormente frente à 

linhagem MT-2 infectada pelo HTLV-1. O aumento concomitante de IL-2, IFN-γ e TNF-

α sugere a indução de um ambiente imunológico compatível com mecanismos envolvidos 

na resposta antiviral e antitumoral (Marimuthu et al., 2025). Dessa forma, uma hipótese 

é que a modulação dessas citocinas contribua, direta ou indiretamente, para um contexto 

biológico menos favorável à manutenção de células infectadas pelo HTLV-1. Contudo, 

essa hipótese deverá ser investigada em estudos mecanísticos futuros. 

Em contraste, os extratos produzidos sob estresse salino e senescente 

apresentaram comportamento distinto ao preservar níveis relativamente mais elevados de 

IL-10, mesmo nas maiores concentrações avaliadas, ao mesmo tempo em que 

promoveram reduções expressivas de IL-6 e IL-8, sugerindo uma atividade 

imunomoduladora mais regulatória. Essas diferenças corroboram com os diferentes perfis 

estruturais e bioquímicos, e sugerem que as condições de cultivo modificaram não apenas 

a quantidade de proteínas produzidas, mas também sua composição e, consequentemente, 

seu potencial farmacológico. 

Em comparação ao extrato proteico de G. sichuanense no cultivo controle, 

apresentado no capítulo 3, os extratos produzidos sob estresse, especialmente o térmico, 

modificaram não apenas a intensidade da resposta imunológica, mas também o 

comportamento dose-dependente de diversos mediadores. Enquanto o extrato controle 

apresentou um padrão caracterizado por resposta máxima em 25 µg·mL-1 seguida de 
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redução progressiva, o extrato produzido sob estresse térmico manteve níveis elevados 

ao longo de uma faixa mais ampla de concentrações. Esse comportamento sugere que as 

alterações metabólicas induzidas pelo estresse modificaram o perfil imunomodulador dos 

extratos proteicos. 

Em suma, embora os extratos obtidos sob condições de estresse tenham 

apresentado menor conteúdo proteico em comparação ao cultivo controle descrito 

anteriormente, observou-se aumento expressivo da atividade antioxidante, 

imunomoduladora e da citotoxicidade frente à linhagem MT-2 infectada pelo HTLV-1. 

Esses resultados sugerem que os efeitos observados não estão relacionados apenas à 

quantidade de proteínas produzidas, mas possivelmente a alterações qualitativas no perfil 

proteico. Dessa forma, sugere-se que os mecanismos de estresse tenham favorecido a 

expressão de proteínas específicas ou promovido alterações estruturais capazes de 

aumentar a atividade biológica dos extratos, mesmo diante da redução do conteúdo 

proteico total. 

8.5. Conclusão 

As condições de estresse propostas no presente trabalho foram capazes de modular 

as características estruturais, bioquímicas e bioativas dos extratos proteicos de G. 

sichuanense sem comprometer a produção de biomassa micelial. As alterações 

observadas refletiram-se no potencial antioxidante, imunomodulador e citotóxico dos 

extratos frente à linhagem MT-2 infectada pelo HTLV-1, evidenciando a influência das 

condições de cultivo sobre a composição e funcionalidade das proteínas produzidas.  

Dentre os tratamentos avaliados, o estresse térmico destacou-se por possibilitar a 

obtenção de extratos com elevadas atividades antioxidantes e imunomoduladoras, além 

de maior citotoxicidade frente à linhagem MT-2, constituindo uma estratégia promissora 

para a obtenção de biomoléculas de interesse biotecnológico. Assim, esses resultados dão 

suporte para estudos futuros voltados à identificação das proteínas envolvidas e à 

elucidação dos mecanismos celulares e moleculares associados às atividades observadas. 
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9. CONCLUSÕES INTEGRATIVAS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

De forma integrada, os resultados obtidos nesta tese demonstram o potencial 

biotecnológico dos extratos proteicos de Ganoderma sichuanense e Ganoderma 

multiplicatum, diretamente associado às condições de cultivo empregadas. Os Capítulos 

1, 2 e 4, em particular, evidenciam que a fermentação submersa constitui uma plataforma 

viável não apenas para a produção de biomassa fúngica, mas também para modular o 

metabolismo dos cogumelos e direcionar a síntese de proteínas bioativas de interesse. 

Outro aspecto a ser destacado foi o potencial farmacológico observado, dando 

suporte ao estudo das proteínas de Ganoderma como candidatas ao desenvolvimento de 

novas terapias. Nesse contexto, a seleção dos extratos proteicos com maior atividade 

antioxidante mostrou-se uma estratégia eficiente, particularmente para G. sichuanense, 

cuja mesma condição de cultivo resultou em maior teor proteico, elevada atividade 

antioxidante, pronunciada citotoxicidade frente à linhagem MT-2 e perfil 

imunomodulador predominantemente regulatório. 

Embora estudos adicionais ainda sejam necessários para identificar as proteínas 

responsáveis pelos efeitos observados e elucidar seus mecanismos de ação, os resultados 

estabelecem uma base conceitual para futuras investigações utilizando abordagens 

proteômicas. Além disso, a validação desses achados em modelos experimentais mais 

complexos poderá contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

voltadas não apenas ao HTLV-1, mas também a outras patologias imunomediadas.  

Assim, a presente tese demonstra que a modulação do metabolismo proteico de 

espécies de Ganoderma por meio da fermentação submersa é possível e representa uma 

estratégia promissora para a obtenção de proteínas com potencial aplicação farmacêutica. 

Além disso, relata, pela primeira vez, a atividade citotóxica seletiva de proteínas obtidas 

de espécies do gênero Ganoderma frente a uma linhagem celular infectada pelo HTLV-1, 

ampliando as perspectivas para a bioprospecção de proteínas fúngicas como candidatas 

ao desenvolvimento de novas terapias antivirais.  
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11. ANEXOS 

11.1. Material Suplementar do Capítulo 2 

Tabela Suplementar 1. Sequências utilizadas na construção da árvore filogenética. 

Espécie Código da linhagem Origem geográfica Código no NCBI  Referência 

Ganoderma sp.  1962 Amazonas, Brasil OQ695553 Presente estudo 

G. sichuanense CC22 Ásia OQ691631 Próprio autor 

G. acaciicola Cui 16815 (tipo) Austrália NR182900.1 Sun et al., (2022) 

G. alpinum Cui 17467 (tipo) Yunnan, China NR182901.1 Sun et al., (2022) 

G. angustisporum Cui 13817 (holótipo) Fujian, China MG279170.1 Xing et al., (2018) 

G. applanatum SFC20141001–24 Coreia do Sul KY364255.1 Jargalmaa et al., (2017) 

G. aridicola Dai 12588 (holótipo) Durban, África do Sul KU572491.1 Xing et al., (2016) 

G. australe URM 83325 Brasil JQ514106.1 Gomes-Silva et al., (2015) 

G. bubalinomarginatum Dai 20075 (tipo) Guangxi, China NR182905.1 Sun et al., (2022) 

G. carocalcareus DMC 322 (holótipo) Camarões, África EU089969.1 Douanla-Meli e Langer (2009) 

G. castaneum Cui 17283 (tipo) Hainan, China NR182903.1 Sun et al., (2022) 

G. casuarinicola Dai 16336 (holótipo) Guangdong, China MG279173.1 Xing et al., (2018) 

G. chalceum URM 80457 Pernambuco, Brasil JX310812 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso, (2014) 

G. chocoense QCAM 3123 (tipo) Equador MH890527 Crous et al., (2018) 

G. cocoicola Cui 16791 (tipo) Austrália NR182910.1 Sun et al., (2022) 

G. destructans CBS 139793 (tipo) Pretória, África do Sul NR132919.1 Coetzee et al., (2015) 

G. dianzhongense L4331 (tipo) Yunnan, China NR177159.1 He et al., (2021) 

G. eickeri CMW49692 (tipo) África do Sul MH571690 Tchoumi et al., (2019) 

G. ellipsoideum GACP14080966 (holótipo) Hainan, China MH106867.1 Hapuarachchi et al., (2018) 

G. enigmaticum CBS 139792 (tipo) Pretória, África do Sul NR132918.1 Coetzee et al., (2015) 

G. guangxiense Cui 14453 (tipo) Guangxi, China NR182906.1 Sun et al., (2022) 

G. hochiminhense MFLU 19-2224 (holótipo) Vietnã MN398324.1 Luangharn et al., (2021) 

G. knysnamense CMW47755 (tipo) África do Sul MH571681 Tchoumi et al., (2019) 

G. leucocontextum GDGM 40200 (holótipo) Tibete, China KF011548 Li et al., (2015) 

G. lingzhi Wu 1006-38 (holótipo) Hubei, China JQ781858.1 Cao, Wu e Dai, (2012) 
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Espécie Código da linhagem Origem geográfica Código no NCBI  Referência 

G. lucidum MT26/10 República Checa KJ143912.1 Zhou et al., (2015) 

G. lucidum Rivoire 4195 França KJ143909.1 Zhou et al., (2015) 

G. martinicense LIP SWMart08-55 (tipo) Martinica, França KF963256.1 Welti e Courtecuisse (2010) 

G. meredithae CBS 271.88 Louisiana, EUA NR164435.1 Vu et al. (2019) 

G. mizoramense UMN-MZ4 (holótipo) Índia KY643750.1 Crous et al. (2017) 

G. mbrekobenum MIN 850481 Gana, África NR147647.1 Crous et al. (2016) 

G. multiplicatum URM 83346 Paraíba, Brasil JX310823 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso (2014) 

G. myanmarense MFLU19-2167 (holótipo) Myanmar MN396330.1 Luangharn et al. (2021) 

G. nasalanense GACP17060211 (holótipo) Laos MK345441.1 Hapuarachchi et al. (2019) 

G. neojaponicum AS5.541 Taiwan AY593866.1 Wang e Yao (2005) 

G. aff. oerstedii URM 83400 Pernambuco, Brasil JX310824 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso (2014) 

G. orbiforme URM 83332 Pernambuco, Brasil JX310813 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso (2014) 

G. oregonense GO Washington, EUA MT196417 Viceconte et al. (2021) 

G. ovisporum HKAS123193 China NR182704.1 Yang et al. (2022) 

G. parvulum URM 83339 Pernambuco, Brasil JX310817 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso (2014) 

G. podocarpense QCAM6422 (holótipo) Equador MF796661.1 Crous et al. (2017) 

G. resinaceum MUCL52253 França MK554786.1 Cabarroi-Hernández et al. (2019) 

G. ryvardenii HKAS 58053 (tipo) Camarões, África HM138671.1 Kinge e Mih (2011) 

G. sanduense GACP18012501 (holótipo) China MK345450.1 Hapuarachchi et al. (2019) 

G. shanxiense BJTC FM423 (holótipo) China MK764268 Liu et al. (2019) 

G. sessile 111TX EUA MG654306.1 Loyd et al. (2018) 

G. sichuanense HMAS 42798 (holótipo) Sichuan, China JQ781877.1 Cao, Wu e Dai, (2012) 

G. sinense Wei 5327 Hainan, China KF494998.1 Xing et al., (2018) 

G. subangustisporum Cui 18592 (tipo) Yunnan, China NR182909.1 Sun et al., (2022) 

G. subflexipes Cui 17257 (tipo) Guangdong, China NR182904.1 Sun et al., (2022) 

G. sublobatum Cui 16804 (tipo) Australia NR182907.1 Sun et al., (2022) 

G. thailandicum HKAS104640 (holótipo) Tailândia MK848681.1 Luangharn et al. (2021) 

G. tongshanense Cui 17168 (tipo) Hubei, China NR182908.1 Sun et al., (2022) 

G. tropicum KUMCC 18–0046 Chiang Rai, Tailândia MH823539.1 Luangharn et al. (2021) 

G. tropicum BCRC 37122 Taiwan, China EU021457.1 Wang et al. (2009) 

G. weberianum CBS128581 Taiwan MK603805.1 Cabarroi-Hernández et al. (2019) 
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Espécie Código da linhagem Origem geográfica Código no NCBI  Referência 

G. weixiensis HKAS100649 (holótipo) Yunnan, China NR166271.1 Ye et al. (2019) 

G. wiiroense MIN 938704 (tipo) Gana, África NR158480.1 Crous et al. (2015) 

G. yunlingense Cui 16288 (tipo) Yunnan, China NR182902.1 Sun et al., (2022) 

Tomophagus colossos TC-02 Vietnam KJ143923.1 Zhou et al., (2015) 

T. colossos URM 83330 Paraíba, Brasil JQ618247 Lima Júnior, Baptista Gibertoni e Malosso (2014) 
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11.2. Material Suplementar dos Capítulos 3 e 4 

Documentos suplementares. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação HEMOAM e Termo 

de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 
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