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RESUMO

O Reino fungi possui uma grande importancia para completar os ciclos bioldgicos na
qual o ser humano faz parte, podendo muitas vezes ser maléfico ou benéfico em
funcéo da relagdo com outros organismos. O fungo Lentinus crinitus é um cogumelo
consumido por algumas tribos indigenas, por essa questdo é fundamental que se
estude e se aprofunde para o conhecer. O objetivo do presente trabalho € avaliar as
propriedades fitoquimicas do fungo Lentinus crinitus através de ensaios antioxidante,
toxidade frente a Artemia salina e antibacteriano usando as bactérias Staphylococcus,
Pseudomonas aeruginosa aureus e Escherichia coli, além de identificacdo da
composicdo quimica do extrato mediante a métodos espectroscopicos como
Cromatografia Liquida acoplada ao Espectro de Massas (LC-MS), bem como o estudo
de Docking molecular com todos os compostos identificados frente a Transferase do
Zika virus (5M5B). Foram identificados nesse estudo 16 compostos demonstrando
que o fungo Lentinus crinitus € uma fonte consideravel de metabolitos secundarios.
Quanto ao teste de toxidade frente a Artemia salina no tempo de 24 horas obteve-se
Clso = 2747,2 pg/mL e em 48 horas mortalidade total. Para o teste antioxidante
obteve-se 62,4% de inibicdo. Para a atividade antibacteriana do extrato, observou-se
que nao houve a inibicdo nas concentracdes testadas. Em relacdo ao estudo
fitoquimico, a composicdo quimica foi identificada, por meio do LC/MS, e o composto
1,13,4-di-O-Caffeoylquinic acid (composto 1), apresentou valores aproximados com o
ligante nativo SAM da Transferase do Zika virus, com energia de afinidade igual a -
8,8 Kcal/mol e o seu desvio padrdo médio (RMSD) de 1,872 A. Deste modo foi
possivel calcular sua constante de afinidade Ki (uM) = 0,689. Portanto, pode-se
concluir que o extrato do fungo Lentinus crinitus ndo possuiu atividade antibacteriana
frente as bactérias Staphylococcus, Pseudomonas aeruginosa aureus e Escherichia
coli, e que o extrato ndo apresentou toxidade nas concentracfes testadas. A atividade
antioxidante demostrou que seu extrato pode ser considerado como potencial fontes
de antioxidantes naturais. O ensaio antibacteriano sugere um material de baixa
toxicidade com concentracao abaixo de 500ppm. O resultado da simulagé&o por meio
de docking molecular dos fitoquimicos identificados apresentou como sendo o
composto 1 um candidato promissor como inibidor do Zika virus, tendo possibilidade
de ser explorado pela industria farmacéutica, caso outros testes sejam realizados.

Palavras Chaves: Fungos. Lentinus crinitus. Antioxidante. Toxidade. CL-EM/EM.
Docking Molecular.



ABSTRACT

The Fungi Kingdom has tremendous importance in completing the biological cycles in
which the human being is part. It can often be harmful or beneficial depending on the
relationship with other organisms. The fungus Lentinus crinitus is a mushroom
consumed by some indigenous tribes, so it is essential to study and deepen to know
it. The objective of this work is to evaluate the phytochemical properties of the fungus
Lentinus crinitus through antioxidant assays, toxicity to Artemia salina and antibacterial
using staphylococcus bacteria, Pseudomonas aeruginosa aureus, and Escherichia
coli, as well as identification of the chemical composition of the extract through
spectroscopic methods such as Liquid Chromatography coupled to the Mass Spectrum
(LC-MS), as well as the molecular Docking study with all compounds identified against
Zika Virus Transferase (5M5B). In this study, 16 compounds were identified,
demonstrating that the fungus Lentinus crinitus is a significant secondary metabolite
source. The test against Artemia saline in the 24-hour time, CLso = 2,747.2 ug/mL, and
total mortality was obtained 48 hours. For the antioxidant test, 62.4% inhibition was
obtained. For the extract's antibacterial activity, it was observed that there was no
inhibition in the tested concentrations. Regarding the phytochemical study, the
chemical composition was identified using LC/MS, and the compound 1,13,4-di-O-
Caffeoylquinic acid (compound 1) presented approximate values with the native SAM
binding of Zika Transferase virus, with affinity energy equal to - 8.8 Kcal/mol and its
mean, standard deviation (RMSD) of 1.872 A. Thus, it was possible to calculate its
affinity constant Ki = 0.689 yM. Therefore, it can be concluded that the extract of the
fungus Lentinus crinitus did not have antibacterial activity against the bacteria
Staphylococcus, Pseudomonas aeruginosa aureus, and Escherichia coli and that the
extract did not present toxicity in the tested concentrations. Antioxidant activity has
shown that its extract can be considered as potential sources of natural antioxidants.
The antibacterial assay suggests a low toxicity material with a concentration below
500ppm. The simulation results by molecular docking of the identified phytochemicals
presented as compound 1, a promising candidate as a Zika virus inhibitor, being
exploited by the pharmaceutical industry if other tests are performed.

Key Words: Fungi. Lentinus crinitus. Antioxidant. Toxicity. LC-MS/MS. Molecular
Docking.
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1 INTRODUCAO

A convencao da diversidade bioldgica foi o primeiro instrumento legal para
assegurar a conservacdo e o uso sustentavel dos recursos naturais no planeta
(FRANCO, 2013). O forum aconteceu quando o interesse pelo conhecimento da
diversidade da vida e as preocupagfes com a sua conservacao, tanto entre
pesquisadores como entre uma parcela consideravel da sociedade, tomavam impulso.
A Sociedade para a Biologia da Conservacao (SCB) foi fundada em 1985, e em 1987
foi publicado o primeiro nimero da revista Conservation Biology, que logo se tornou o
principal veiculo de divulgacéo cientifica e debate sobre as questdes relacionadas
com a biodiversidade (SARKAR, 2002).

O termo biodiversidade, ou diversidade bioldgica, descreve a riqueza e a variedade
do mundo natural, as plantas, os animais e 0S microrganismos que fornecem
alimentos, remédio e boa parte da matéria prima consumida pelo homem durante
décadas (DIAS, 1995).

Dentre os mais diversos microrganismos encontrados nos reinos Monera, Protista
e Fungi, as bactérias e os fungos sdo os mais estudados. Os fungos sdo seres de
natureza complexa que desde a antiguidade tém algumas de suas espécies utilizadas
como alimentos, devido ao sabor agradavel e a suas propriedades nutricionais e
medicinais, sendo também importantes agentes em diversos processos industriais
como na obtengcdo de enzimas, vitaminas, sintese de antibidticos, extracdo de
polissacarideos, de pigmentos, lipideos e glicolipidios (CHANG; BUSWELL, 1996).
Estudos anteriores demonstraram que esses organismos produzem um elevado
ndamero de metabdlicos secundarios com atividades antitumoral, antiviral, anti-
inflamatoria, antitromboética, citostatica, hipoglicemia e antimicrobiana (RAMOS et al.,
2010).

Em funcao de seu potencial industrial, os fungos que anteriormente eram vistos
apenas como toxicos, sdo também hoje utilizados como decompositores dessas
substancias. Varias pesquisas tém surgido, em funcdo do avanco tecnoldgico,
demonstrando assim o interesse dos pesquisadores voltados para a area de

micologia, que €, portanto, a area da Biologia destinada ao estudo dos fungos.
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Os fungos vém sendo explorados na medicina e em outros processos
biotecnolégicos envolvidos na producéo de enzimas, e tem apresentado uma grande
importadncia no setor agricola e ecoldgico, atuando como decompositor de restos
vegetais, e sobretudo degradando substancias toxicas e na simbiose com as plantas.
(NEPOMUCENA, 2010).

Em relacdo a sua natureza, os fungos sdo seres eucariontes, heterotroficos,
aclorofilados, aerdbios microaerofilos, uni ou pluricelulares, com parede celular
composta geralmente de quitina e/ou celulose, além de outros carboidratos
complexos, com glicogénio como substancia de reserva, nutricdo por absorcao,
podendo viver como saprobios, parasitas ou simbiontes com outros organismos
(PUTZKE; PUTZKE, 2004). Possuem o corpo formado por um emaranhado de
filamentos, denominados hifas, e 0 seu conjunto recebe o nome de micélio. As hifas
variam no diametro, espessura da parede e localizacdo do pigmento. Constituem um
grupo muito grande e heterogéneo encontrado em qualquer nicho ecolégico. O
namero de espécies flngicas espalhadas pelo mundo est4 estimada em cerca de 1
milh&o e 500 mil, sendo que destas, apenas foram descritas cerca de 74 mil espécies.
Excluindo-se os insetos, os fungos constituem 0S mais numerosos seres Vivos
existentes (AZEVEDO, 2004).

Esta pesquisa surgiu da necessidade de realizar estudo na area de produtos
naturais para fazer uma analise fitoquimica da espécie de fungo que nascem nas
arvores do macico de Baturité (mangueiras e a arvore nim indiano), que sé&o
conhecidos como orelha de pau, além de fornecer algumas informacdes sobre a
presenca de metabolitos secundarios.

A distribuicéo dos fungos tange aproximadamente todas as regides do planeta,
porém, sua maior incidéncia estd em ambientes de clima tropical, quente e mido, o
gue o caracteriza como um ser cosmopolita. Podem ser encontrados no solo, aguas,
sobre animais e vegetais, em alimentos naturais e industrializados (BONONI et al.,
1999).

O fungo Lentinus crinitus & uma espécie bastante comum em todo o Brasil e
sao frequentemente associadas a troncos em decomposicdo. Apresentam basidoma
centralmente estipitado, infundibuliforme e superficie abhimenial verrugosa a
estrigosa (BALLAMINUT, 2007).
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Os procedimentos laboratoriais deste trabalho dividiram-se em 5 etapas que
foram preestabelecidas no desenvolvimento central do projeto de pesquisa sec¢ao
primeira, sdo apresentados a Introdugcdo de forma geral e os objetivos gerais e
especificos do trabalho. Na secdo segunda apresenta-se o referencial tedrico utilizado
para construcao bibliografica do trabalho, na 3 seccéo apresentamos a metodologia
utilizada para responder os objetivos geral e na quarta secéo traz-se uma discussao
em torno dos resultados obtidos em comparacao com a literatura. E na quinta e tltima

secao apresenta-se as consideracoes finais do trabalho.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

O trabalho tem como objetivo montar ensaios para a avaliagéo da capacidade
funcional do fungo L. crinitus quanto ao potencial antioxidante, ecotoxicologico e

antimicrobiano e fazer a avaliagéo fitoquimica.

1.1.2 Objetivos especificos

= Verificar a ecotoxicidade do extrato metandlico do fungo Lentinus crinitus frente
a Artemia salina;

= Determinar a capacidade antioxidante do extrato metandlico do fungo Lentinus
crinitus;

= Determinar a capacidade antibacteriana frente as bactérias E.coli e S. aurius,
P. aeruginosa,

= I|dentificar a composicdo quimica do extrato mediante métodos
espectroscopicos como Cromatografia Liquida acoplada ao espectro de massa
(LC-MS/MS).

= Estudo de Docking Molecular com as estruturas identificadas frente a Proteina

5M5B (transferase do virus da Zika).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Quimica de produtos naturais

Desde os tempos remotos, o ser humano tem utilizado os produtos naturais
para diversas finalidades, uma delas foi para o tratamento de doencas, para isso, 0S
antigos utilizaram ervas e folhas para este fim (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO,
2006). E crescente a utilizacdo e a demanda de produtos naturais em todo o0 mundo,
especialmente devido aos problemas que sdo atribuidos a inumeros produtos
sintéticos tanto para a saude humana quanto para 0 meio ambiente também
(MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

A Quimica Organica Sintética esta passando por profundas transformacdes. A
busca por novas metodologias, praticidade, eficiéncia € hoje centro e foco das
pesquisas na area. Isso esta obrigando a Quimica Orgéanica, como todas as outras
areas, a se adaptar e buscar alternativas mais eficientes, mais limpas e mais elegantes
para alcancar as sinteses totais de produtos naturais (VICTOR, 2017).

A Quimica dos Produtos Naturais é uma subarea da Quimica Organica que foi
estabelecida desde os tempos da Alquimia e que experimentou apenas 0 seu apogeu
com o surgimento das técnicas de analise espectroscopica (BERLINK et al., 2017).

O maior desenvolvimento e emprego das técnicas de ionizac&o se deu no inicio
dos anos 90 e isso possibilitou a analise de moléculas termolabeis, complexos
organometalicos e moléculas de elevada massa molecular incluindo polimeros e
proteinas. Estes feitos ajudaram a popularizar a técnica nas mais diferentes areas das
ciéncias biologicas, pela Quimica de Produtos Naturais. Houve uma alteracao gradual
com a inser¢ao dos métodos cromatograficos para determinagéo de produtos naturais
gue acelerou num intervalo de tempo consideravel. conforme concordam A introducéo
dos métodos espectroscopicos e das diferentes modalidades de cromatografia na
fitoquimica alterou gradualmente os objetivos e a filosofia dos trabalhos de isolamento
e de determinacéo estrutural de Produtos Naturais (PINTO et al., 2002).

Assim, a estudo fitoquimico € importante principalmente quando ainda ndo séo

dispostos todos os estudos quimicos com espécies de interesse popular, tendo como
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objetivo conhecer os compostos quimicos das espécies vegetais e avaliar a sua
presenca nos mesmos, identificando grupos de metabdlitos secundarios relevantes
(SIMOES et al., 2004).

Para Berlink et al. (2017), é indiscutivel a importancia da Quimica dos Produtos
Naturais. Pois, sabe-se que a maioria dos medicamentos que sao sintetizados advém
de produtos naturais ou seus derivados. Concordando com Oliveira et al. (2013), que
nos mostra o grau de relevancia da quimica dos produtos naturais por ser Gtil para o
homem com aplicacdo como farmacos, agroquimicos, corantes, fragrancias e
aromatizantes.

Atualmente, podemos afirmar que a quimica de produtos naturais vive seu
segundo apogeu, de maneira tdo extensa e intensa que esta ciéncia praticamente teve
que ser “desmembrada” em tépicos como quimica bioldgica, biologia quimica e
guimica bio-organica, para além de suas especialidades mais reconhecidas, a
fitoquimica e a farmacognosia (BERLINK et al., 2017).

Como mostram novamente Viegas, Bolzani e Barreiro (2006), o
desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais deve-se pela convivéncia mantida
com os diferentes grupos étnicos que permitiu 0 descobrimento de substancias téxicas
e medicamentosas. [...] E nas ultimas décadas os microrganismos tém recebido uma
especial atencao por parte das industrias e pesquisadores que tém revelado enorme
potencial nas bactérias, fungos e leveduras (PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007). As
plantas e microrganismos cultiviveis sdo as principais fontes de moléculas
biologicamente ativas e terapeuticamente Uteis, embora as triagens continuas destas
fontes frequentemente levem a altos indices de reisolamento de substancias ja
caraterizadas. Fontes de biodiversidade menos exploradas ou inexploradas estao
frequentemente associadas a nova diversidade quimica. “Entre estas fontes podem
ser citadas os microrganismos extremofilicos, que vivem em condic6es ambientais de
temperaturas anormalmente altas ou baixas, de escassez de umidade ou
luminosidade, além dos microrganismos endofiticos” como € o caso dos fungos que

se pretende estudar nesse trabalho.

2.2 Aspectos gerais sobre os fungos
De acordo com Tortora, Funke e Case (2012), os fungos sao organismos

eucarioticos, heterotroficos, que obtém sua alimentacao a partir de matéria organica
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inanimada ou nutrindo—se como parasitas de hospedeiros vivos. Concordando com
Putzke e Putzke (2004), que complementaram que os fungos podem ser aerébios,
aclorofilados, microaerofilos, uni ou pluricelulares com parede celular composta
geralmente de quitina ou celulose além de outros carboidratos complexos, com
glicogénio como substancia de reserva, nutricdo por absorcdo, podendo viver como
aerobios, parasitas ou simbiontes com outros organismos.

Para Sidrim e Rocha (2004), os fungos apresentam uma membrana nuclear
que envolve 0s cromossomos e 0 nucléolo. Por ndo possuirem pigmentos
fotossintéticos, capazes de absorver energia luminosa e utiliza-la para sintese de
compostos organicos, classificam-se como seres heterotréficos, pois aproveitam a
energia contida nas ligagfes quimicas de varios nutrientes, contendo na arquitetura
da célula fungica estruturas como parede celular, citoplasma, mitocéndrias e nucleo.
Segundo Silva e Malta (2016), atualmente, estima-se que o reino Fungi apresente,
aproximadamente, 1,5 milhdo de espécies com representantes habitando
praticamente em todos 0S ecossistemas existentes no planeta. Aproximadamente
70.000 foram descritas até hoje, estando dentre elas as causadoras de micoses em
humanos, de doencas em plantas cultivadas e as de importancia biotecnologica.

A classificacdo moderna dos fungos reconhece quatro filos principais dos
fungos: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota e Chytridiomycota. O Unico desses
filos do Reino Fungi que possui células moveis é o Chytridiomycota, indicando a
dependéncia de dgua para se reproduzir. Os demais ndo possuem, essa auséncia de
células méveis nos restantes filos reflete uma alteracdo no curso evolutivo dos fungos,
mostrando que a maioria € geralmente terrestre (SILVA; COELHO, 2006).

Os fungos sdo organismos muito diferentes, se comparados a animais e
vegetais. A variacdo morfolégica € muito grande, existindo espécies macro e
microscoépicas, 0 que contribui para a existéncia de muitos sistemas de classificacao
gue ainda hoje sofrem adi¢cOes e alteracdes (PUTZKE; PUTZKE, 2004). Na tabela
abaixo é apresentada a classificacdo dos fungos de acordo com diversos autores e
modificado por Putzke (2004).
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Tabela 1: Sistemas Comparativos da Classificacdo dos Fungos

Hawkworth et al. (1983) Hawkworth et al. (1995) Alexopoulos et al. (1996)
Reino Fungi Reino Chromista Reino Stramenopila
Divisdo Myxomycota Filo Hyphochytridiomycota Filo Hyphochytridiomycota
Divisdo Eumycota Filo Labyrinthulomycota Filo Labyrinthulomycota
Filo Oomiocota Filo Oomiocota
Subdivisbes: Reino protozoa Reino Protista
= Mastigomycotina Filo Acrasiomycota Filo Acrasiomycota
= Zygomycotina Filo Dictyosteliomycota Filo Dictyosteliomycota
= Ascomycotina Filo Myxomycota Filo Myxomycota
= Deuteromycotina Filo Plasmodiophoromycota Filo lasmodiophoromycota
Reino Fungi Reino Fungi
Filo Chytridiomycota Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota Filo Zygomycota
Filo Ascomycota Filo Ascomycota
Filo Basidomycota Filo Basidomycota

Fonte: Modificado de (PUTZKE; PUTZKE, 2004).

Quanto ao seu habitat, os fungos apresentam-se como cosmopolitas, ou seja,
encontram-se distribuidos em todas as regifes do planeta, porém, de maior incidéncia
em ambientes de clima tropical, quente e iumido. Podem ser encontrados no solo,
aguas, sobre animais e vegetais, em alimentos naturais e industrializados (TEIXEIRA
et al., 2007).

2.3Classe basidiomicetos de fungos

De acordo com Alexopoulos, Mims e Blackweel (1996), os basidiomicetos séo
incluidos taxonomicamente no Filo Basidiomycota do Reino Fungi. Morfologicamente
sdo caracterizados como fungos que produzem esporos de origem sexuada em
estruturas especializadas chamadas basidios, onde ocorre a cariogamia e a meiose.
Para Nepomucena (2010. p.35) entende-se que os “[...] fungos do grupo dos
basidiomicetos pertencem ao que ha de mais evoluido entre 0s seus representantes;
incluem-se nele os cogumelos, fungos gelatinosos, ferrugens, orelha-de-pau e alguns
leveduriformes”.

O numero de espécies de basidiomicetos esta estimado em 140.000, no entanto,
menos de 10% é conhecido (LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH, 2005). Esta
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classe compreende 22.300 espécies distribuidas em 3 classes, 41 ordens e 165
familias.

Em ambientes terrestres, os basidiomicetos atuam principalmente como
decompositores de madeira, sendo que alguns podem decompor esterco e folhas, séo
conhecidos alguns parasitas de espécies agricolas importantes ou de arvores. Podem
ainda formar associacfes micorrizicas com vegetais ou algas, formando liquens.
Algumas espécies sao cultivadas comercialmente e outras sdo coletadas em areas
naturais e utilizadas como alimentos (NEPOMUCENA, 2010).

2.4Caracteristicas do Lentinus crinitus

Lentinus crinitus é um fungo pertencente a classe dos basidiomicetos que
apresenta a seguinte classificacdo taxonomica de acordo com a tabela abaixo
(NEPOMUCENA, 2010):

Tabela 2: Posi¢do Taxondémica do Basidiomiceto Lentinus crinitus

Basidomicito Lentinus crinitus

Reino Fungi

Divisao Basidiomycetes
Classe Basidiomycetes
Subclasse Holobasidiomycetidaea
Ordem Agaricales

Familia Trichomataceae
Género Lentinus

Especie Crinitus

Fonte: Nepomucena (2010).

Segundo Nepomucena (2010), a espécie Lentinus crinitinus apresenta Pileo ou
chapéu com 2-5 cm de diametro, frutificagbes castanhas, deprimidos no centro.
Apresentam superficie com feixes de pelos de 1 mm de comprimento conforme a

figura (1).
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Figura 1: Basidiocarpo da espécie Lentinus crinitus
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Fonte: Autores (200). '

“Estudos de etnomicologia apontam este cogumelo como comestivel por
algumas tribos indigenas, somente apds cozimento na brasa, pois, segundo relatos

indigenas ele provoca vomitos se ingerido cru” (NEPOMUCENA, 2010, p. 36).

2.5Importéncia ecoldgica dos fungos

Para Silva e Malta (2016, p. 51) caso o reino fungi seja “[...] extinto, ocasionaria
também o desaparecimento da maioria das espécies atualmente existentes, inclusive
a humana, uma vez que sem os fungos os ciclos biolégicos nao seriam completados”.

Sabe-se que apesar da utilizacdo dos fungos desde os tempos mais antigos
nos diversos ramos, ainda € comum esses micro-organismos serem associados a
malecidade e a efeitos prejudiciais para 0 homem. A diversidade fungica € bastante
complexa sendo que existem algumas espécies que podem fazer mal aos animais, e
outros podem causar doencas ao homem e aos vegetais. Porém, o mesmo pode
também ter grande beneficio para diversas areas oferecendo uma variedade de
utilizag&o. Na figura 2 descreve-se os maleficios que o fungo pode trazer e na figura

3 0s beneficios.
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Figura 2: Principais maleficios causados pelos fungos
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Fonte: Putzke e Putzke (2004).

Figura 3: Principais Beneficios dos Fungos
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Fonte: Putzke e Putzke (2004).

Na natureza os fungos e as bactérias heterotréficas sdo o0s principais

decompositores da matéria organica. Varios fungos estdo associados a degradacéo
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de dejetos e detritos de esgotos até um grau em gque possa ser considerado adubo ou
substancia equivalente. Por essa questado, ecologicamente eles sdo considerados os
lixeiros do mundo. Segundo Grandi (2007), os fungos sédo tdo necessarios a
continuidade da vida quanto os produtores, pois devolve ao solo tudo o que dele foi
retirado um dia. Por meio da decomposicdo a matéria organica € quebrada e
incorporada nos organismos. Assim, os fungos desempenham importantissimo papel

na reciclagem dos elementos quimicos que constituem a matéria organica do planeta.

2.6 Metabodlitos secundarios do género Lentinus descrito na literatura

O metabolismo é definido como o conjunto total das transformacdes das moléculas
organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o
organismo de energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do
estado organizado (MARZZOCO; TORRES, 2007).

Nos organismos vivos, 0s compostos sdo divididos em dois grandes grupos
principais: metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos secundérios séo
encontrados principalmente em plantas, fungos, e outros microrganismos, mas
também estéo presentes em animais (ANULIKA et al., 2016).

De acordo com Fumagali et al. (2008), o papel do metabolismo primario é centrado
nas funcdes basicas vitais, como por exemplo, na divisdo, crescimento celular,
respiracdo, estocagem e reproducédo. Por outro lado, o conceito de metabolismo
secundario em Biologia descrito por Kossel (1891) é definido como oposto ao
metabdlito primario. O metabdlito secundario, geralmente de estrutura complexa,
baixo peso molecular, possuem atividades biolégicas marcantes e, diferentemente
dos metabdlitos primarios, apresentam-se em baixas concentracbes e em
determinados grupos de plantas (BERG; LUBERT, 2008).

Na literatura, sdo descritas varias espécies de cogumelos que tém sido avaliados
por seu valor nutricional e pelas suas propriedades farmacoldgicas, uma vez que sao
alimentos fisiologicamente benéficos, e muitas possuem efeitos terapéuticos frente a
varios tipos de doencas (WASSER; WEIS, 1999).

Mais de 40 espécies do género Lentinus sdo conhecidas nos paises tropicais,
onde também sdo consumidas e comercializadas (FORTES; NOVAES, 2006). As
espécies Lentinus crinitus (L.) Fr., e outras espécies do género como: L. velutinus Fr.,

L. glabratus Mont., L. cubensis Berk. e L. strigosus (Schwein.) Fr. sdo consumidas
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pelo grupo indigena Yanomami, na Amazonia brasileira (VARGAS-ISLA; ISHIKAWA,
2008), e existem relatos descritos que a espécie L. strigellus é considerada medicinal
pelos estudos que apresentou (LIN et al., 2004).

Até o momento, na literatura sdo descritos poucos constituintes volateis de
Lentinus, o que torna a literatura bastante restrita (FILHO; OLIVEIRA, 2009). Hoje,
sao descritos e identificados no estudo do corpo de frutificacdo de L. lepideus, e 43

compostos, dos quais 19 eram sesquiterpenos .E desses compostos, apenas 6 foram

identificados na espécie Lentinus crinitus, que serdo descritos na tabela (3) abaixo.

Tabela 3: Metabdlitos secundarios isolados do Lentinus crinitus descrito na Literatura

Estrutura Férmula Molecular/ Nome Referéncia
0
C12H1503
OH,C H  2,2-dimetil-6-metoxicroman- (ABATE; ABRAHAM, 1994; K
4836‘ RUKACHAISIRIKUL et al.,
2,2-dimethyl-4-oxo-6-(oxo-I7- 2005)
o methyl)chroman
fn C12H1504
3-hidroxi-2,2-dimetil-6-
OH,4C OH metoxicroman-4-ona (ABRAHANR; ABATE, 1995;
Ou RUKACHAISIRIKUL et al.,
3-hydroxy-2,2-dimethyl-4- 2005)
0X0-6-(0x0-17-methyl)
o chromane
OH
C12H1704
OH,C 4-hidroxi-2,2-dimetil-6- (ABATE: ABRAHAM, 1994
metox'glj’mano RUKACHAISIRIKUL et al.,
. 2005)
(S)-4-hydroxy-2,2-dimethyl-
o 6-(oxo-17-methyl) chromane
H
= C15H2002
Hipnofilina
Ou

(1aS,3aR,3bR,6aR,7aS)-
3a,5,5-trimethyl-3-

methyleneoctahydrocyclopen

ta[4,5]pentaleno[1,6a-
bloxiren-2(1aH)-one

(ABATE; ABRAHAM, 1994;
ABRAHANR; ABATE, 1995;
COTA et al., 2008)



Ci15H2203
Dihidrohipnofilina

Ou
(1aR,3aR,3bR,4R,6aR,7aS)-
3a,5,5-trimethyl-3-
methylenedecahydrocyclope
nta[4,5]pentaleno[1,6a-

b]oxirene-2,4-diol
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(ABATE; ABRAHAM, 1994:
ABRAHANR; ABATE, 1995
COTA et al., 2008;
RUKACHAISIRIKUL et al.,
2005)

(0] OH
Paﬁg“&;g‘é . (ABRAHANR; ABATE, 1995
o %u ERKEL; ANKE; STERNER,
3 . )
m, (SER 69 5-hyd00-3(S)  perROva ot al, 2005
1-hydroxy-3-methylbut-2-en- o ;i ) cHAISIRIKUL et al.,
1-yl)-7-oxabicyclo[4.1.0]hept- 2005)
3-en-2-one
OH

Fonte: Autor (2021).

Na literatura, diversos compostos com principio ativo foram relatados de outras
espécies do género Lentinus, como por exemplo: Esteroides (GAN et al., 2007),
benzoquinona, ciclohexanonas a B-epoxidadas (RUKACHAISIRIKUL et al., 2005),
benzopiranos (ABRAHANR; ABATE, 1995), dentre outros bastante importantes para

estudos de projetos de drogas e medicamentos.

2.7Atividades antioxidantes pelo método espectrométrico de descoloracdo do
radical DPPH
Segundo krinsky (1994), antioxidante € um composto que protege o sistema
biolégico contra o efeito nocivo de processos ou rea¢des que podem causar oxidagcao
excessiva. Enquanto Sousa et al. (2007), definem antioxidantes como as substancias
gue presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacao do substrato.

Os radicais livres e outros oxidantes, vém sendo considerados, nos ultimos
anos, como grandes causadores de varias doencas como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, disfungdes cerebrais e diabetes
(SOUSA et al., 2007).

Para Alves et al., (2010), existem diversos métodos para avaliar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios

guimicos e complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais. Estes testes
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tém se tornado ferramentas usuais e extremamente necessarias na selecao inicial de
substancias que possam ser utilizadas, auxiliando os pesquisadores na avaliacao das
plantas isoladas de produtos naturais. Segundo Pires et al. (2017), € na captura do
radical DPPH (2,2- difenil-1 picril-hidrazil), produzindo um decréscimo da absorbancia
a 520 nm. Em que se baseia um dos ensaios antioxidantes mais comuns. Nesse
processo, ocorre uma reacao de oxirreducao, onde o radical DPPH, que apresenta
coloracgéo violeta é reduzido para DPPH-H (DPPH reduzido e estavel), alterando a
coloragéo da mistura de roxo para amarelo.

Este ensaio se baseia no mecanismo de SET (do inglés, Single Electron
Transfer) ou de transferéncia de um elétron, processo que permite detectar a
capacidade de um potencial antioxidante em transferir um elétron e reduzir qualquer
substancia, incluindo metais, carbonilas e radicais (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Figura 4: Representacao da molécula de DPPH
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Fonte: Becker et al. (2019).

Entre os diversos métodos relatados para a avaliacdo da atividade antioxidante
in vitro, 0 método de sequestro do radical DPPH é o mais facil, simples e menos
dispendioso, e o que tem sido usado principalmente para a avaliacdo da atividade
antioxidante de amostras organicas (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

2.8 Cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa (CL/EM)

Para Silverstein, Webster e Kiemle (2006), o acoplamento de um espectrometro
de massas a algum tipo de instrumento cromatégrafo, como um cromatografo a gas
(CG-EM) ou um cromatdografo a liquido (CL-EM), é bastante comum. Os
espectrometros de massa sdo muito Uteis na analise de compostos cujo espectro é
conhecido e na analise de espectros completamente desconhecidos.

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa

(CL/IEM) é uma técnica de caracterizagdo que foi utilizada nesta pesquisa, para
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caracterizar e identificar o extrato do fungo Lentinus crinitus. A combinacdo dos
equipamentos (cromatografia liquida acoplada ao espectroscopio de massa) tem se
mostrado bastante eficiente na realizacdo de diversas pesquisas na area de

fitoquimica, por essa razao ela € utilizada na presente pesquisa.

2.9 Espectrometria de massas

Segundo Skoog et al. (2014), a espectrometria de massa é uma ferramenta
poderosa, versatil para obter informagdo sobre um composto desconhecido, sua
massa molecular, sua composi¢cdo elementar e em muitos casos sua estrutura
quimica.

Para Silverstein, Webster e Kiemle (2006), o conceito de espectrometria é
relativamente simples. Um composto € ionizado (método de ionizacao), os ions sédo
separados na base da razdo massa/carga (método de separacéo dos ions) e o numero
de ions que correspondem a cada unidade de massa/carga é registrado na forma de
um espectro.

De acordo com Hoffmann e Stroobant (2007), o primeiro passo na analise
espectrométrica de massa de compostos organicos € a producao de ions gasosos do
composto por ionizacéo de elétrons, concordando com Carey (2011), que afirma que
a ionizacédo e a fragmentacdo produzem uma mistura de particulas, algumas neutras
e outras com carga positiva. [...] A amostra € bombardeada com elétrons de 70 eV, e
0s ions com carga positiva resultantes (o ion molecular e os ions de fragmentos) sdo
direcionados para um tubo analisador cercado por um magneto. Esse magneto deflete
0s ions de sua trajetéria original, fazendo com que eles adotem um caminho circular,
e o raio desse caminho depende de sua relagdo entre massa e carga (m/z). Os ions
de m/z pequeno s&o mais defletidos que aqueles com m/z maior. Variando a
intensidade do campo magnético ou 0 quanto os ions sao acelerados ao entrar no
analisador, os ions de determinado m/z podem ser seletivamente focalizados através
de uma pequena fenda para um detector onde eles sdo contados. Fazer a varredura
de todos os valores m/z resulta na distribuicdo de ions positivos, chamada de espectro

de massas, caracteristico de determinado composto conforme mostra a figura abaixo.
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Figura 5: Representacdo Esquematica de um Espectrofotdmetro de Massas
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Fonte: Carey (2011).

2.10 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para Tonhi et al. (2002), a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma
técnica de separacdo que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos
analiticos mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos. As razdes para este
crescimento estdo relacionadas a sua adaptabilidade para determinacfes
guantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de separar espécies nao volateis
e termicamente instaveis, com destaque para a industria farmacéutica, bem como as
suas aplicacdes em determinacdées ambientais e em muitos outros campos da ciéncia
como o da medicina.

Segundo Hoffmann e Stroobant (2007), para analisar uma mistura complexa, por
exemplo, produtos naturais, uma separagdo técnica, cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida (CL)- é acoplado ao espectrdmetro de massa. Os produtos
separados devem ser introduzidos um apos 0 outro no espectrébmetro, no estado
gasoso para CG/EM ou em solugéo para CL/EM. Isso pode ocorrer de duas maneiras:
0 composto eluente é coletado e analisado off-line; ou o cromatografo € conectado
diretamente a massa (do) espectrometro e (0) espectro de massa sao adquiridos

enguanto os compostos da mistura sdo eluidos.
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A cromatografia com deteccdo espectrométrica de massa fornece analises
altamente seletivas e sensiveis que permitem obter informacdes estruturais sobre 0s
analitos e sobre suas massas molares a partir das fragmentacdes registradas nos
espectros (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

2.11 Atividade antibacteriana pelo método de disco-difuséo

Para Ostrosky et al. (2008), a atividade antimicrobiana de extratos vegetais é
avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da substancia
necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste; esse valor € conhecido
como Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). A preocupacao na determinacdo da CMI
desses extratos deve-se aos aspectos toxicolégicos e microbioldégicos que muitos
apresentam (PINTO et al., 2002).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifangica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em
agar, método de macrodiluicdo e microdiluicdo. Para determinar a CIM ou a
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se
utilizado um método sensivel de microdiluicdo.

No presente trabalho utilizaremos o método de difusdo em agar, ou difusédo de
disco. Este método € amplamente utilizado para o ensaio de suscetibilidade
bacteriana, devido a simplicidade da realizacdo e interpretacdo dos resultados, além
de ser um método reconhecido e recomendado pelo Instituto de Normas Clinicas e
Laboratoriais). (CLSI — CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.,
2008).

Nesse teste, pequenos discos de papel de filtro com 6 mm de diametro
impregnados com o extrato do fungo a ser testado sao dispostos numa placa de Petri
contendo agar Mueller-Hinton solidificado, e sobre o qual encontram-se inoculadas as
bactérias a serem testadas, sendo em seguida incubadas por 48 horas em estufa
bacteriologica (a 35 °C). Durante esse periodo, o agente antimicrobiano ira difundir
pelo meio e atuara negativamente (ou ndo) sobre o crescimento do micro-organismo,
o qual sera visualmente identificado pelo aparecimento de uma area em volta do disco
contendo o extrato, onde as cepas ndo se desenvolverdo, denominado halo de

inibicdo. Quanto maior for o seu diametro, mais susceptivel (resistente) é o
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microrganismo enquanto a pequena ou nenhuma zona de inibicdo indica resisténcia

por parte da bactéria.

2.12 Consideracdes sobre as bactérias

A Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma espécie
com enorme importancia clinica. Pode ser encontrada no meio ambiente e na
microbiota do Homem e dos animais de sangue quente. As bactérias desta familia séo
caracterizadas como bastonete negativas, iméveis ou moveis, anaerébios facultativos,
fermentadores de glicose e sem exigéncias nutricionais, crescendo bem em meios de
cultura ndo seletivos. A separacdo dos géneros desta familia € feita com base na
capacidade de fermentacéo da lactose. As bactérias fermentadoras, como é o caso
de E. coli, sdo denominadas de coliformes termotolerantes (DUARTE, 2014; MAINIL,
2013).

A Staphylococcus aureus é uma bactéria de Gram-positivo que faz parte da
microbiota do Homem, habitando, sobretudo, a narina e o perineo. O seu nome deriva
dos termos gregos Staphylé (cacho de uvas) e Kokkos (granulo), devido as suas
caracteristicas morfolégicas. Sao iméveis, anaerébios facultativos, catalase positiva e
oxidase negativa, crescem a temperaturas entre os 18° e 40 °C e apresentam
tolerabilidade a elevadas concentracdes de sal. Outra caracteristica que os distingue
dos restantes Staphylococcus € a sua capacidade de coagular o plasma, devido a
presenca de uma proteina de ligacdo ao fibrinogénio (coagulase). S. aureus é um
patdbgeno muito perigoso por apresentar resisténcia aos antibiéticos e seus fatores de
viruléncia (OTTO, 2010).

De acordo com Blanc et al. (1998), a Pseudomonas aeruginosa € responsavel
por 10 a 15% das infec¢Oes hospitalares em todo o mundo. Frequentemente, essas
infeccbes sao dificeis de tratar devido a resisténcia natural das espécies, bem como
a sua notavel capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia a multiplos
grupos de agentes antimicrobianos. A P. aeruginosa representa um fenbmeno de
resisténcia a antibidticos e demonstram praticamente todos 0s mecanismos

enzimaticos e mutacionais conhecidos de resisténcia bacteriana.
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2.13. Fundamentacao sobre Docking Molecular

A realizacdo de triagem virtual para busca de farmacos € de extrema
importancia para o processo de desenvolvimento de um medicamento, porém, esse
processo € bastante complexo, e para chegar até uma molécula farmacologicamente
aceitavel é preciso estudar diversas propriedades e realizar diversos teste como
farmacocinéticas, farmacodinamicas e ainda desenvolver um padréo de qualidade
(RODRIGUES et al., 2012).

Com o objetivo de reduzir o tempo necessario para obtencdo de um farmaco, a
Quimica Combinatoria (QC), € uma das mais promissoras ferramentas para a
descoberta e o0 desenvolvimento de novas moléculas com potencialidades
terapéuticas (AMARAL et al., 2003). Associado a este método experimental foi
desenvolvido uma técnica computacional que faz uma varredura virtual a busca de
substancias promissoras denominada (Virtual Screening). Uma técnica computacional
gque usa programas de computador para pesquisar resultados potenciais de
bibliotecas de fragmentos virtuais, nesse método existem duas abordagens
amplamente utilizadas: métodos baseados em estrutura (docking) e métodos
baseados em ligante (KONTOYIANNI, 2017).

O docking molecular pode ser compreendido como uma técnica computacional
criada para efetuar calculos entre duas moléculas num espaco tridimensional. Surgiu
com objetivo de identificar a melhor forma com que um ligante pequeno se acopla no
sitio ativo de uma macromolécula bioldgica, e identificar a sua afinidade de ligacao
(BROOIJMANS; KUNTZ, 2003; PINZI; RASTELLI, 2019). O acoplamento molecular é
capaz de predizer a melhor orientacdo de uma molécula com relacdo a um ligante
para a formacdo de um complexo estavel, baseada em diversos parametros, entre
eles sua energia de afinidade e o desvio quadrado médio entre o complexo formado
(LENGAUER; RAREY, 1996).
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos metodolégicos adotados durante a pesquisa em questdo séo
a pesquisa bibliografica e experimental. Na pesquisa experimental a manipulagéo foi
feita em locais controlados. De acordo com Costa e Costa (2014), a pesquisa
experimental € aquela em que o pesquisador manipula as variaveis com o objetivo de
observar os fendmenos. E geralmente séo trabalhos em laboratérios e séo realizados
em ambientes controlados.

Desta forma, a presente pesquisa se configura também como pesquisa
bibliografica, porque ela recorre a artigos, teses e dissertacbes para compor o
embasamento tedrico como afirma Gil (2002), que a pesquisa bibliografica é
desenvolvida com base em material ja elaborado, constituido principalmente de livros

e artigos cientificos.

3.1Parte experimental

Quanto a parte experimental, a pesquisa foi desenvolvida no laboratério de
Quimica Organica da Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira (UNILAB), localizado no campus das Auroras em Redencéao-CE.

Foi usado como solvente Metanol PA, e os equipamentos utilizados nesta pesquisa

estao relacionados nas tabelas 4.

Tabela 4: Equipamentos utilizados e suas marcas

EQUIPAMENTOS MARCA
Balanca analitica Edutec
Agitador magnético Tecnal
Estufa Solab
Capela Cienlab
Rotoevaporador Fisatom
Bomba de vacuo NT 613
Espectofotometro PG Instruments Ltd

Fonte: Autor (2021).

3.1.1 Especifica¢des dos equipamentos utilizados
3.1.1.1 Balanga analitica
Possui calibracdo interna, externa e tara automatica: Especialmente

desenvolvida para a realizacdo de pesagens rapidas e precisas. Sensor tipo célula
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eletromagnética. Capacidade: 0 ~ 220 g. Precisao de leitura: 0,1 mg (0,0001 g). Faixa

de tara: 0 ~220 g. Para mais informacdes entre em contato ou baixe nossos catalogos.

3.1.1.2 Agitador magnético

Temperatura na placa: 50 °C a 350 °C, rotac&o: 100 a 2000 RPM, controle de
rotacao e temperatura: Digital micro processado PWM com regulagem de 1 a 99 % no
display, capacidade de agitacdo: até 20 litros de solucdo chapa aquecedora: Em
aluminio 6351- didmetro de 200mm Gabinete: Em aco carbono com tratamento
anticorrosivo e pintura lisa, Dimensfes: L = 210 x P = 250 x A = 130 mm Peso: 6 kg
Poténcia: 400 Watts Tensao: 220 Volts; Cabo de energia conforme NBR 14136 com

adaptador tripolar padréo

3.1.1.3 Estufa

Circulacdo de ar por conveccdo natural, controlador de temperatura micro
processado digital, com sistema PID, sensor de temperatura PT 100, com leitura digital
do set point e do processo, Relé estado solido, temperatura: 5 °C acima do ambiente

a 200 °C, resolucéo: 0,1 °C, variacao: £ 1 °C.

3.1.1.4 Capela

Formato aerodinamico para melhor exaustéo, dispensa instalacdo especial de
alvenaria, porta em vidro, de facil visualiza¢é@o do interior, resistente a solventes com
deslocamento vertical tipo guilhotina e sistema de peso e contrapeso para ajuste em
qualquer posicéo, abertura maxima de até 57 cm, iluminacgéo interna, isolada 1P44,
painel com interruptores para exaustao e iluminagdo com lampada piloto, exaustor
laminado em fibra de vidro com turbina em material resistente, motor de 1/2 HP,
exaustor podendo ser instalado fora do laboratoério, alimentacdo: 110/220 (bivolt),
exaustdo: 15 m3/Min, dim. Internas (AXLxP): 110 x 110 x 60 cm, dim. externas (AxXLxP)

(c/motor): 146 x 101 x 62 cm.

3.1.1.5 Rotaevaporador
Evaporador rotativo a vacuo, composto de suporte provido de levantamento
rapido, coluna de condensacéo vertical com serpentina dupla, 1200 cm? de area de

troca, sistema de realimentacdo continua e quebra vacuo, junta de acoplamento
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totalmente em PTFE autocompensavel aos desgastes, permite pressées menores que
4 mbar, banho de aquecimento modelo 550, cuba em ago inoxidavel @ 25 x 12 cm de
altura e com capacidade de 4 litros, sistema de aquecimento de 1000 kcal/h controlado
por termostato capilar de 50 a 120 °C, precisao de = 3 °C, poténcia do banho: 1200
W, motor totalmente fechado, controle de rotacéo de 5 a 200 RPM, microprocessado
programavel com interface digital, indicando os RPM no display, com torque
autocompensavel independente da variagcdo do vacuo, temperatura ou tensdo,
poténcia do motor: 80 W, acompanha balédo de evaporacao JC 24/40 e o receptor com
JE 35/20 ambos de 1000 mL, garras e grampos de fixac&o, opcionalmente, podem ser
fornecidos bal6es de 100 a 2000 mL, disponivel em: 115 V ou 230 V ( 50-60 Hz ),
marca FISATOM.

3.1.1.6 Bomba de vacuo

Produz deslocamento de ar até 27 litros de ar por minuto; vacuo final maximo
até 660 mm/hg; pressdo maxima constante até 7 Kgf/cmz2; regulagem de pressao e
vacuo através valvula tipo agulha com indicacdo no manbémetro e vacubémetro;
mandmetro com leitura de 0 a 7 Kgf/ cm?; vacudmetro com leitura de 0 a 760 mm/Hg
(méxima de 660 mm/hg); possui dispositivo para retencdo de Motor Compressor
Hermético de pistédo de 1/4 CV.

3.1.1.7 Espectrofotometro

O T70 é um espectrofotometro de simples feixe para leituras nas faixas UV-
VIS, marca PG Instruments de procedéncia inglesa. Equipamento dotado de sistema
otico SPLIT BEAM, onde o zero 6tico da amostra (Branco) é armazenado
eletronicamente no equipamento. Como destaque de alto desempenho apresenta
comprimento de onda de 190 a 1100 nm, banda espectral fixa de 2 nm ou variavel de
0,5, 1, 2, 5 nm e ruido fotométrico inferior a 0,05% controlado por microprocessador

garantindo excelente confiabilidade analitica nos resultados.

3.1.2 Coleta e lavagem do fungo
Inicialmente todos os materiais e vidrarias utilizados nesta pesquisa como:

baldes volumétricos, Béqueres, Erlenmeyer, bureta, baldo de fundo redondo, funis,
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Kitassato e pipetas volumétricas, foram higienizados e lavados com agua destilada
antes de serem utilizados.

O fungo utilizado foi coletado de uma &rvore no municipio de Redenc¢éo, no
macico do Baturité no Ceara nas seguintes coordenadas: 4° 13' 17" S, 38° 42' 55" O
e caracterizado e identificado por meio de reconhecimento de imagens no aplicativo
Mushroom Identify - Automatic picture recognition, Disponivel na versao Android, e
comparado com os registros disponivel no site do INCTE- Herbario Virtual da Flora e
dos Fungos. (INCTE, 2020)

3.1.3 Extracéo do fungo
Depois da lavagem do fungo, foram pesados 143,59 g deste material para
extragdo com metanol. A amostra pesada foi imersa no solvente durante 1 dia. A figura

6 (A) (B) representa a imersdo do material no solvente.

Figura 6: Imerséo do fungo no solvente durante 1 dia

r

Fonte: Autor (20215.

Depois foi filtrado a vacuo e em depois levou-se no rotaevaporador. Em seguida
descartaram-se 0s restos que estavam no papel, foi adicionado ao baldo de fundo
chato e acoplou-se o baldo com o aparelho.

Para o solvente utilizado, o sistema demonstrado na figura 7 foi aquecido a

temperatura de ebulicdo (metanol PA_64.7 °C).
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Figura 7: Representacéo da extracado do Fungo

Evaporador Rotativo. Modelo 801/802: (A) Entrada para sonda de temperatura, (B) Condensador, (C)
Vidro de vélvula, (D) Controle de rotagdo, (E) Motor, (F) Baldo de condensacéo, (G) Baldo de
evaporacéo, (H) Banho de aquecimento, (I) Controle de temperatura.

Fonte: Autor (2021).

3.1.4 Teste de ecotoxicidade

Os testes de ecotoxicidade séo elaborados com os objetivos de avaliar ou
prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa
das substancias (FORBES; FORBES, 1994). Ensaios de toxicidade podem ser
utilizados como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo cotiledone que foi
desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al.,
1982). Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, utilizada
neste trabalho como bioindicador de toxicidade. Para a realizagdo deste experimento
foram utilizados como referéncia os estudos de Meyer et al. (1982) e Nascimento et
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al (1999), com algumas alteracdes. O procedimento completo esta descrito nos itens

a sequir.

3.1.5 Bioensaio com Artemia salina

Uma solucéo de cloreto de sddio (NacCl), na concentracdo 30 g/L, foi preparada
com o pH 8. Apds o preparo da solugcdo, um sistema foi montado no interior de um
béquer de 1750 mL que esta representado na figura 8. No interior do béquer estava
contida uma tela com diametro de 0,02 cm de espessura. Em seguida, 1500 mL da
solucéo salina preparada foram colocadas no sistema da figura 8. Posteriormente
foram adicionados em um dos lados cerca de 50 mg de cistos de Artemia salina com
cuidado para que os mesmos nao se direcionassem para o outro lado do recipiente
que continha apenas solucdo salina. Para isso uma lampada de LED de 10 W foi
posicionada do outro lado que continha apenas A solucéo salina com o objetivo de
atrair os organismos da Artemia salina para o outro lado do sistema proporcionando
assim uma uniformidade.

Ressalta-se também, que a temperatura se manteve controlada em torno dos
28 a 30 °C por meio de um termémetro digital. Todo o recipiente foi envolvido com
papel aluminio para auxiliar na eclosao dos cistos. Os cistos escolhidos para posterior
utilizacdo no estudo foram aqueles que demostraram maior resisténcia, uniformidade
do tamanho e que foram atraidos pela luz. Tal escolha visa a homogeneizacédo das
condicdes fisicas dos organismos-testes. O periodo de incubacdo para estes
organismos foi em torno de 48 horas, porém, evidenciou-se a presenca dos cistos ja

nas primeiras 24 horas.

Figura 8: Sistema desenvolvido para ecloséo dos cistos da Artemia salina

o

—d

Fonte: Souza et al. (2015).
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3.1.5.1 Preparacédo das amostras com Artemia salina

Apos a ecloséo dos nauplios, foram retirados do sistema representado na figura
8, aqueles que conseguiram ultrapassar a tela divisGria que se encontrava no centro
do béquer, no lado oposto que foi cultivado. Eles foram capturados com uma pipeta
de Pasteur e transferidos para 12 tubos de ensaio, de modo que contivessem 10
artemias salinas em cada tubo. Nos tubos estavam contidos 4 mL da mesma solucéo
salina preparada e 2 mL do extrato metanoico em diferentes concentragdes, como
mostra a Tabela 6. Os testes foram realizados em triplicata para cada concentracao

de extrato/composto desta analise.

Tabela 4: Representacéo das concentracdes da Artemia salina

CONCENTRACOES
Branco 0,0 g/ml
12 1 g/mi
22 0,5 g/ml
3a 0,25 g/ml
42 0,125 g/ml
52 0,85 g/ml

Fonte: Autor (2021).

3.1.5.2 Contagem das Artemia salina

A contagem deste ensaio bioldgico foi feita mediante as primeiras 24 e 48 horas
apos pipetagem das larvas nos tubos de ensaio. Neste estudo foram considerados 0s
nauplios vivos, todos aqueles que apresentavam movimentos no interior do tubo e
mediante atracdo pela luz, e mortas, aguelas que se encontravam no fundo dos tubos
sem quaisquer movimentos. Utilizamos uma lupa de aumento (visual) para melhor

visualizagao e contagem. Os resultados foram organizados em planilha.

3.1.6 Teste antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da captura de radicais livres
com o teste de DPPH. Para a realizacdo deste procedimento foram utilizados como
referéncias os estudos de Hegazi e El hady (2002) com algumas adaptacoes.

A metodologia para a atividade antioxidante se baseia na medida de extin¢ao

da adsorc¢éo do radical. Isso porque o DPPH possui a coloracdo purpura € reduzido/a,
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formando difenilpicrilhidrazina de coloracdo amarelada. Para a realizacdo deste
experimento, o extrato metandlico do fungo foi 0 metanol, em varias concentracdes

diferentes como representada na Tabela 7 descrita abaixo.

Tabela 5: Representacdo das concentragfes das solu¢des do extrato metandlico utilizado no DPPH

DILUIGOES
Branco 0,0 mg/ml
12 1 mg/ml
22 0,5 mg/ml
3 0,25 mg/ml
42 0,125 mg/ml
5a 0,0325 mg/ml

Fonte: Autor(2021).

Para a realizagdo deste experimento, o extrato metandlico do fungo foi diluido
em 2 mL de metanol, em varias concentracdes diferentes como representado na
tabela (7). Com excecédo da amostra branco/a, onde foi adicionado somente o DPPH

e Metanol.
Figura 10: Captura do DPPH por antioxidante

T TR

- d LB
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BRANCO— 00325~ 0,125 0,25

= “mglml mg/ml mgiml mg/ml mg/ml

Fonte: Autor(2021).

Para a realizagcéo desta atividade foi adicionado a cada concentragdo do extrato
metandlico 2 mL de uma solucdo de DPPH, com excecao da amostra denominada
BRANCO, onde foi colocada somente o solvente. Depois da adicdo do DPPH na
auséncia de luz, esperou-se durante 30 minutos para que a solugéo reagisse. Apos
isso, foi efetuada a leitura no espectrofotébmetro PG Instruments Ltd a 520 nm.
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Os valores medidos da absorbancia das concentracbes dos extratos foram

convertidos em porcentagem de atividade antioxidante através da equacao abaixo.

A
% inibicio = (1 - M) X 100

Abranco

Onde: Aamostra € @ absorbancia da solugao com DPPH;

Abranco € a absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra.

A reducao do radical DPPH" é seguida pelo monitoramento da diminuigdo da
sua absorbancia a um comprimento de onda caracteristico durante a reagdo. Foram
plotados os graficos utilizando o programa Origin versédo 9.0 e a partir dos valores
da % de Inibicho montou-se os eixos das (coordenadas) e das concentracdes do
extrato, montou-se 0s eixos das (abscissa). O valor da ICso, concentracao inibitoria
(IC), do extrato do fungo capaz de reduzir 50% do radical DPPH’, foi obtido pela
substituicdo na equacédo da reta (y = ax + b), onde y = 50 pelo método dos minimos

gquadrados para o grafico obtido.

3.1.7 Testes da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco

As cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli utilizadas neste trabalho foram cedidas gentilmente pelo Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

3.1.7.1 Antibiograma

A atividade antibacteriana do fungo foi avaliada utilizando o método de difusdo
em disco recomendado pela CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE (CLSI, 2008). Todos os materiais utilizados neste teste foram previamente
autoclavados no Laboratério de microbiologia da Universidade da Integracao

Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB).
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3.1.7.2 Preparo do inoculo

As culturas bacterianas foram inoculadas em Agar Mueller-Hinton e apés 48
horas de incubacgé&o a 35 °C procedeu-se a diluicdo até a obtengc&o de uma suspensao
padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (108 microrganismos mL/L).

3.1.7.3 Semeadura das placas

O inéculo de 0,1 mL de cada cultura bacteriana foi espalhado na superficie das
placas contendo Agar Mueller-Hinton solidificado, e sobre a 53, as mesmas foram
aderidas, com auxilio de uma pinca previamente flambada, pequenos discos de papel
de filtro com 6 mm de didmetro impregnados, individualmente, concentracdes de 1:1,
1:2, 1:4, 1:8, 1:10 do extrato metandlico do fungo, sendo pressionados levemente
sobre a superficie do meio. As placas foram entdo incubadas a 35 °C por 48 horas em
uma estufa bacteriolégica e a leitura dos halos de inibi¢cao foram feitas com a utilizacéo

de uma régua milimétrica.

3.1.8 Andlise cromatografica

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). As corridas cromatogréaficas foram
realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um),
temperatura fixa de 40 °C, fases moveis, agua com 0,1% de acido formico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15

min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5 uL.

3.1.8.1 Condicbes de Massas de Alta Resolucéo - XEVO-QToF

O modo ESI- foi adquirido na faixa de 110 -1180 Da,, temperatura da fonte fixa
a 120 °C, temperatura de desolvatagdo 350 °C, fluxo do gas de dessolvatacdo de 500
L/h, cone de extracao de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI* foi adquirido
na faixa de 110 - 1180 Da,, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de
dessolvatagéo 350 °C, fluxo do gas de dessolvatacéo de 500 L/h e voltagem do capilar
de 3,2 kV. A Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢ao foi

MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).
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3.1.9 Simulacdo Computacional

A simulacéo foi realizada por meio do codigo Autodock Vina (TROTT; OLSON,
2009), onde se utilizou também para otimizacdo e calculo de visualizacdo Auto
DotckTools (MORRIS et al., 2009), Avogadro (HANWELL et al., 2012) e o visualizador
Discovery Studio (BIOVIA, 2015).

3.2.9.1 Obtencéo da Estrutura da proteina

A Obtencédo da proteina transferase do virus da Zika, foi feita no repositorio
Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/structure/SM5B), onde a mesmo se
encontrou depositada com o cédigo 5M5B, sendo esta gerada a partir de difracédo de
raios X, com resolucéo de 2,01 A, R-Value Free: 0,191 , com célula unitaria a = 37,55
A b=64,14 A, c=72,04 A, a=113,05°, B =92°, y = 90.00°, sendo classificada como
transferase, expressa em Escherichia coli, BL2Z1(COUTARD et al., 2017).

3.2.9.2. Otimizagéo das Estruturas

Para a otimizacdo estrutural e caracterizacdo eletrdnica da molécula, foi
realizado todos os calculos de otimizacéo foram realizados no software Avogadro®,
com um campo MFF94, o Avogadro € um software que permite, realizar calculos
tedricos (otimizacdo de geometria, energia e propriedades) no nivel de teoria MM,
EHT, AM1/PM3 e MNDO / ZINDO (BATISTA et al., 2016; HANWELL et al., 2012).

3.9.2.3 Docking Molecular

A fixacdo molecular dos ligantes ao receptor transferase do virus da Zika foi
realizada usando a interface grafica AutoDock Tools (4.2.6) que executa AutoDock
Vina (1.1.2).


https://www.rcsb.org/structure/5M5B
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Atividade antioxidante
Os resultados descritos abaixo sdo do extrato metandlico do fungo da espécie
Lentinus crinitus perante o teste da atividade antioxidante realizado em triplicata.
Nesta perspectiva, fez-se necessario um tratamento estatistico com todos os
dados coletados acerca da atividade antioxidante para verificar o percentual de
inibicdo do DPPH e em que concentracao foi maior o sequestro do radical livre DPPH.
A seguir exibe-se a Tabela (8), que contém todos os dados sobre a atividade

antioxidante.

Tabela 6: Representagéo da concentracdo em mg/mL e pg/mL, da percentagem imitaria e a

absorbéancias do extrato metanoico do fungo

Com. Abs. Abs.
Concentracdo (mg/mL) % Inib.

(Ppm) X y z X,y,Z
1 1000 62,3 0,235 0,235 0,236 0,235
0,5 500 27,2 0,454 0,455 0,456 0,455
0,25 250 19,1 0,504 0,506 0,506 0,505
0,125 125 9,9 0,562 0,563 0,564 0,563
0,0325 32,5 3,7 0,601 0,602 0,603 0,602

DPPH 0,625

Fonte: Autor (2021).

Em funcéo dos dados tabelados, foi executada a construcéo do Gréafico (1)

gue expde com maior clareza os resultados obtidos.
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Gréfico 1: Representacdo da porcentagem inibitéria do DPPH e da concentracao do extrato
metanolica do fungo
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Fonte: Autor (2021).

Deste modo, foi possivel concluir que o extrato apresenta percentuais de
inibicao plausiveis, 0 mesmo apresentou acdo antioxidante de 62,3% na concentracao
de 1000 pg/mL.

Nas concentracbes analisadas, 0 mesmo extrato possui 0 valor maximo de
absorbancia 0,602% na concentracdo de 32,5 ug/mL. De acordo com a descricdo do
Gréfico 1, percebe-se que quanto maior € a concentracdo maior sera o porcentual de
inibicdo. Concordando com Nascimento et al. (2011), que afirma que quanto maior o
consumo de DPPH pela amostra, maior sera a sua atividade antioxidante. Portanto,
verifica-se de uma forma analoga, que quanto maior a concentracdo da amostra,
menor sera a absorbancia, e maior serd o consumo de DPPH.

E relativamente ao ICso, quanto menor é o valor de ICso, maior € a atividade
antioxidante das amostras. ICso é a quantidade de amostra necessaria para eliminar
50% dos radicais.

Assim sendo, o valor de ICso foi calculado através dos valores obtidos apos a
regressao linear, com a aplicacéo da equacao da reta (y = ax + b) originada do grafico
acima, que ja mostra a curva de concentragdo de extrato metanoico do fungo (ug/mL)

versus a Porcentagem de Inibicdo do DPPH (% Inib.). E os mesmos assemelham-se
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a de uma linha reta (cujos valores do intercepto e da inclinacdo da reta séo

apresentados na Tabela (9).

Tabela 7: Dados dos parametros obtidos da reta nos graficos de determinagéo do valor de ICso, do

extrato metandlico

ICs0
0,815619
(Mg/mL)
a 58,878
b 1,978
y 50

Fonte: Autor (2021).

Os autores Ao e Deb (2019), ao analisarem a capacidade potencial nutricional
e antioxidante de alguns cogumelos selvagens comestiveis do género Lentinus
Crinitus utilizando ensaio de eliminacdo de DPPH com extratos metandlicos
determinaram que os cogumelos apresentaram atividades antioxidantes bastante
significativas. O valor de ICso foi calculado para estudar a capacidade de inibicdo dos
cogumelos contra os radicais DPPH. Entre as dez espécies estudadas, Lentinus
tigrinus apresentou cerca de (47,5 pg/ml, 1ICso), exibiu o maior sequestrante de radicais
DPPH, seguido por Lentinus squarrosulus (82,6 pug / ml, ICso).

Chye et al. (2008), analisaram o potencial antioxidante de cinco espécies de
cogumelos. As espécies foram identificadas como Pleurotus sp., Hygrocybe sp.,
Hygrophorus sp., Schizophyllum commune e Polyporus tenuiculust. De cada
cogumelo foram obtidos dois extratos, um com éter de petrdleo e outro com metanol.
Os autores concluiram que as espécies de cogumelos mostraram apreciavel atividade
de sequestro dos radicais DPPH, sendo o extrato de éter de petréleo do Pleurotus sp.,
0 que apresentou a maior % de inibicdo (83,04 %) para a concentracdo de 20 mg/mL
(20.000 pg/mL). Essa capacidade de sequestro do radical livre DPPH foi duas vezes
maior do que a de Hygrocybe sp.

Lima (2009), ao avaliar o potencial antioxidante do fungo Tyllopiillus balllloui,
verificou que este demonstrou ser uma fonte satisfatéria de compostos com atividade
antioxidante. Outros trabalhos também apresentaram bons resultados ao avaliar a
atividade antioxidante de compostos produzidos por fungos, tais como Penicillium

citrinum, os fungos endofiticos Viscumalbum L. e Penicillium sp. Todavia, na literatura
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revisada foram poucos resultados encontrados acerca da atividade antioxidante do
estrato metandlico do fungo Lentinus crinitus.

Elmastas et al. (2007), analisaram os extratos metandlicos de varias espécies
de cogumelos. Por apresentarem significativa atividade antioxidante in vitro, os
autores sugerem que 0s cogumelos podem ser usados como fonte natural de
antioxidantes, como suplemento alimentar ou na industria farmacéutica, sendo os
compostos fendlicos os principais responsaveis pela atividade antioxidante dos
cogumelos comestiveis.

Em comparacdo com antioxidantes naturais mais potentes os resultados
obtidos mostram uma atividade consideravelmente alta para a fracdo analisada.

O presente estudo sugere que o0s Fungos da Espécie Lentinus crinitus podem
ser utilizados para auxiliar no alivio de danos oxidativos em células induzidas por
radicais de oxigénio e pode ser efetivamente explorado como potencial antioxidante

na area médica-farmacéutica.

4.2 ldentificacdo cromatogréafica dos constituintes quimicos no extrato

A cromatografia € uma técnica fundamental empregada para quantificar
constituintes quimicos de diversas espécies de fungos, e tem sido empregado para
varios autores em diversos estudos. Puttaraju et al. (2006), utilizaram a cromatografia
liguida de alta eficiéncia de fase reversa, com detector de arranjo de diodos para
analisar 4cidos fendlicos presentes em extratos aquosos e metandlicos de cogumelos.
Enquanto que Barros et al. (2009) e Kim et al. (2008), também analisaram compostos
fendlicos de cogumelos com sistema CLAE e detector de arranjo de diodos. Nowacka
et al. (2014), identificaram alguns acidos fendlicos em 19 cogumelos da Polbnia,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e espectrometria de
massa por ionizagao por eletro-spray (LC-ESI-MS/MS).

A utilizacdo de LC-MS de alta resolucdo significativamente melhora a
possibilidade de obter informacfes valiosas de uma gama de diferentes perfis
cromatograficos em um extrato (ZOU et al., 2014).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), foi
aplicada com sucesso nesse estudo para identificar os constituintes quimicos e seus
metabolitos secundarios presente no extrato metanolico do fungo Lentinus crinitus.

Foi possivel identificar um total de 16 compostos nos modos ion positivo e no modo
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ion negativo. As Tabelas (10 e 11) mostram os dados dos compostos identificados
pelo método de tentativa, em comparacdo com 0s registros da literatura baseados
principalmente em seus ions moleculares, tempo de retencéo e suas fragmentacoes

apresentadas.
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Tabela 8: Dados do espectro de LC-MS e tempo de retencao (tR) dos compostos detectados no extrato metandlico do fungo Lentinus crinitus, em modo de

fon positivo [M-H]*

Pico Rt [M-H]* [M-H]* Product Formula Ppm Nome Referéncias
min Observada  Calculada lons (MS/MS) Empirica (erro)
1 0,94 330,1699 330,1710 183; 198; 297; 223 C19H24NO4 -3,3 Epiritratidinona (AMER; SHAMMA,;
FREYER, 1991;
FEITOSA et al.,
2012)
2 1,0 314,1741 314,175 313.37, 298.32, 283.28 C19H24NOs3 -4,8 Erisotrina (AMER; SHAMMA;
FREYER, 1991)
3 2,50 325,1070 325,1076 138.0598, 204.0835, 325.0946, C19H160s5 -1,8 Eucalyptin (ZAPESOCHNAYA,;
124.0075, 223.0419 SOKOL’'SKAYA,
1984)
4 3.92 457.1365 457.1346 204.0932, 187.1129, 136.0653 C20H25012 4,2 15-demethylplumeride (HASSAN et al.,
2008)
6,02 181.0482 181.0501 151.0436; 181.0499; 133.0827 CoHsgO4 -1,1 Acido Cafeico (GUO et al., 2008)
7,32 317,0312 317,0297 219.17; 133.09, 220.17 Ci15HoOs 4,7 Gossypetin (DUDEK,;
Ou WARSKULAT;
33", 4,578 SCHNEIDER, 2016)
Hexahidroxiflavona
7,77 219,1740 219,1749 121, 181, 147, 203, 200 CisH230 4,1 (+)- Nookatone (WU, 2009)
8 8,72 481.1358 481.1346 293.0456, 151.0406, 133.0764 C22H24012 2,5 Noidesol (SHIMOKAWA et al.,
2010)
9 9,95 403.1411 403.1393 402.13, 403.13 C21H230s8 4,5 Nobiletin (WANG et al., 2007)
10 10,75 921.7843 921.7860 961.7476, 961.3502, Ce2H10507 -1,8 Nao identificado



51

11 12,20 340,2855 340,2852 376.3034; 358,29; 282; 370 C20H3sNOs 0,9 Nao identificado
12 13,66 365.1371 365.1389 365.1406, 163.0775, 121.0993 C22H2105 -4,9 Asperterone (NUCLEAR et al.,
2010)
13 15,07 751, 4422 751, 4421 735, 713, 695 Ca4He3010 0,1 Nao identificado -
14 15,41 425,2108 425,2117 425.2152; 129.0172; 138.998 C29H2003 2,1 Nao identfiicado
15 16.73 707.5067 707.5039 599.4999, 487.3628, 256.2579, CuasHe704 4,0 Nao identificado
399.3075
16 16.89 721.4916 721.4891 494.5688, 429.2715, 693.4830, C41Hs9010 3,5 Nao Identificado 10
17 20.13 881.6285 881.6295 837.5701, 860.6922, Cs7Hss07 -1,1 Nao identificado
18 21,59 357.1485 357.1491 318.7854, 343.1314, C24H2103 -1,7 N&o identificado 16
Fonte: Autor (2021).
Tabela 9: Dados do espectro de LC-MS e tempo de retencéo (tR) dos compostos detectados no extrato metandlico do fungo Lentinus crinitus, em modo de
fon negativo [M-H]
Rt [M-H] [M-H] Product . Ppm .
Pico Formula Empirica Nome Referéncias
min Observada Calculada lons (MS/MS) (erro)
1 0,51 325,1866 325,1862 311, 325, 297, 183, 83 C14H200s 1,2 Nao identificado
2 1,39 191,0165 191,0133 Ci3HsO2 16 N&o identificado
3 1,40 515,1248 515,1190 353.0876, 173.0453, 179.03445, Ca25H23012 2,1 3,4-di-O-Caffeoylquinic acid (OOl et al.,
191.0559 2011)
4 2,50 325,1070 325,1076 325.0946, 124.0075, 223.0419 Ci19H180s -1,8 Eucalyptin (ZAPESOCH
NAYA;
SOKOL'SKAY

A, 1984)



6,08

7,35

9,31

12,64

18.06
21,59

197.0432

167,0367

329,2309

315,2512

253.2530
325,1795

197.0450

167.0344

329,2328

315,2535

253.2531
325,1804

197.0398; 167.0303; 153.0456

131.0181; 167.0381; 116.9339

329.2355, 199.1314, 183.0111

315.2529, 183.0113

183.0066, 253.2543, 197.0254
325.1822, 183.0089, 311.1673,
197.0241

CoHoOs

CgH704

C18H330s

Ci18H3504

Ci17H330
C21H2503

-2,8

4,8

-5,8

-7,3

-0,4
0,3

Acido Siringico

Acido Vanilico

Acido Pinélico

9,10-Dihydroxystearate

Nao identificado

Nao identificado
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(HOFFMANN;
[INUMA;
HERRMANN,
2007)
(HOFFMANN;
[INUMA,;
HERRMANN,
2007)
(SUNNAM;
PRASAD,
2013a)
(KOAY et al.,
2011)

Fonte: Autor (2021).
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O cromatograma apresentou o equivalente a 21 picos no modo positivo, e 9
picos no modo negativo, sendo que apenas 10 picos foram identificados no modo
positivo e 6 picos no modo negativo, que destaca a existéncia de classes quimicas
distintas presentes no extrato como: Alcaloides, flavonoides, sesquisterpenos, Acidos
fendlicos e outras classes de compostos. A presenca de flavonoide e acidos fendlicos
justifica o alto teor antioxidante que o extrato apresentou.

Os resultados da nossa analise apontam que o perfil quimico do extrato é
satisfatorio, pois foram identificados compostos inéditos utilizando esta técnica, ainda
nao descrito na literatura até o momento. Conforme mostram as figuras (10 e 11)

abaixo com base nos seus picos e tempos de retencao.

Figura 11: Espectro LC-MS/MS do Extrato metandlico do fungo Lentinus crinitus no modo ion
positivo [M H]*
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Fonte: Autor (2021).
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Figura 12: Espectro LC-MS/MS do Extrato metanolico do fungo Lentinus crinitus no modo ion

negativo [M-H]
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Fonte: Autor (2021).

4.2.1 Descricao dos Picos apresentado no Cromatograma em modo positivo

O pico 1, ion molecular, com razdo massa/carga (m/z) igual 330,1699 foi
encontrado no extrato metandlico Lentinus crinitus, com um tR = 0,94 e apresentou
os fragmentos (183; 198; 297; 223), que correspondeu ao composto previamente
identificado e relatado pelos autores (Amer; Shamma; Freyer, 1991; Feitosa et al.,
2012; Milligton; Rinehart, 1974), denominado Epiritratidinona.

O pico 2 apresentou a m/z 314,1741com um tR = 1,00 e, apresentou 0s
fragmentos (313.37, 298.32, 283.28), que correspondeu ao composto previamente
identificado pelos mesmos autores do pico 1, sugerindo se tratar da Erisotrina. Ambos
pertencentes a classe dos Alcaloides, inédito no género Lentinus, porém, a presenca
de alcaloides é descrita na literatura em alguns géneros como

O pico 3, ion molecular, com razdo massal/carga igual a 325,1070. Foi
encontrado no extrato metanadlico Lentinus crinitus, com um tR = 2,5 e apresentou os
fragmentos (138.0598, 204.0835, 325.0946, 124.0075, 223.0419), que correspondeu
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ao composto previamente identificado e relatado na literatura pelos autores
Zapesochinaya; Sokol Skaya (1984), como: Eucalyptin ou 5-hidroxi-4 ', 7-dimetoxi-
6,8-dimetilflavona. Pertencente a classe dos flavonoides, um composto fendlico
inédito no género Lentinus crinitus. Diversos autores ja relataram a ocorréncia de
compostos fendlicos em diversos extratos de fungos comestiveis e em zonas distintas
como Portugal, Espanha, Correia e Finlandia (JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE,
2009; KIM et al., 2008; PALACIOS et al., 2011; RIBEIRO et al., 2008).

O pico 4, com m/z 457.1365, foi encontrado no extrato com um tR = 3,92 e
apresentou os fragmentos (204.0932, 187.1129, 136.0653), que correspondeu ao
composto previamente identificado e relatado pelos autores Hassan et al. (2008),
identificando com um novo monoterpeno alcaloide denominado 15-
demethylplumeride.

O pico 5 com ion molécular m/z 181.0482 foi encontrado no extrato metanolico
Lentinus crinitus, com um tR = 6,02 e apresentou os fragmentos (151.0436; 181.0499;
133.0827), que correspondeu ao Acido cafeico, identificado por Guo et al. (2008). Um
composto inédito para espécie, pois ndo héa relatos da presenca desses compostos
nos materias ja tornado publico. O acido cafeico € um acido derivado do catecol,
podendo ser encontrado geralmente em varias espécies de plantas, como chas, café
e flor de sabugueiro (MEINHART et al., 2017).

Quanto ao pico 6 o ion molecular com m/z = 317,0312, foi encontrado no
extrato, com tR = 7,32, com os fragmentos (319. 12; 219.17; 133.09, 220.17), que
correspondeu com a gossipetina relatada na literatura pelos autores Dudek,
Warskulat, Schneider (2016), € uma hexa-hidroxiflavona com os grupos hidroxila
colocados nas posicdes 3-, 3'-, 4'-, 5-7 e 8-. E funciona como metabdlito vegetal. De
acordo com a literatura, ainda néo foi identificado um flavonoide no género Lentinus
crinitus. Porém, sabe-se que os compostos fendélicos sdo gerados como metabdlitos
secundario nas plantas e nos fungos, sendo considerado um dos grupos mais
importantes associados ao poder antioxidante, ja tendo sido descrita a sua capacidade
de quelar metais e inibir a lipoxigenase e os radicais livres (DECKER, 2009).

O pico 7, cujo seu ion molecular obtido é m/z = 219,1740, foi encontrado no
extrato com um tR = 7.77, apresentando as diversas fragmentactes (121, 181, 147,
203, 200) que permitiu identificar o composto pertencente a classe dos
sesquiterpendide denominado (+) — Nootkatone. A presenca de sequisterpenos no
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género Lentinus foi relatada pela primeira vez por Wu (2009), que conseguiu identificar
um total de 19 compostos sequisterpenos em varias espécies Lentinus. Os
basidiomicetos sdo uma rica fonte terpendides formando cogumelos (SCHMIDT-
DANNERT, 2014). Os sesquiterpenoides sédo importantes metabolitos secundarios e
possuem varias propriedades farmacéuticas e nutracéuticas. Em particular os
basidiomicetos superiores possuem um repertorio Biosintética versatil para esses
compostos bioativos (LEE et al., 2020).

O pico 8, ion molecular com razdo massa/carga igual a 481.1358, foi
encontrado no extrato metandlico Lentinus crinitus, com um tR = 8,72 e apresentou
os fragmentos (293.0456, 151.0406, 133.0764), que correspondeu ao composto
previamente identificado e relatado na literatura como Noidesol (A), que trata-se de
um diidroflavonol-C-glicosideos, que foi isolados da casca de uma planta lenhosa do
género Gnetum gnemonoides (SHIMOKAWA et al., 2010).

O pico 9, ion molecular com razdo massal/carga igual a 403.1411, foi
encontrado nesse estudo com o tR = 9,52, e apresentou os fragmentos (402.13,
403.13), a busca na literatura correspondeu a Nobelitina, [nome sistematico: 2-(3,4-
dimetoxifenil) -5,6,7,8-tetrametoxi-4H-cromen-4-ona (WANG et al., 2007). E um
flavondide encontrado em cascas de frutas citricas e foi relatado por mostrar uma
ampla gama de propriedades fisiolégicas (NOGUCHI et al., 2016). Os flavondides
citricos como a nobelitina por exemplo, podem exibir atividades farmacologicas,
incluindo dano antioxidante, anti-inflamatério e, notavelmente, ac6es de melhora no
comprometimento da memoéria (HWANG; SHIH; YEN, 2015).

O pico 12, ion molecular com razdo massa/carga igual a 365.1371, extrato
metandlico Lentinus crinitus, com um tR = 13,66, apresentou o0s fragmentos
(365.1406, 163.0775, 121.0993), que correspondeu ao composto previamente
identificado e relatado pelo autor Nuclear (2010), que o denominou como
Asperterone, obtido de culturas do fungo endofitico Aspergillus terréus, isolado da

planta com flor Mammea siamensis.

4.2.2- Fragmentos apresentados nos picos dos cromatogramas em modo negativo.
O pico 3, ion molecular com razdo massa/carga igual a 515.1248 foi encontrado

no extrato metandlico Lentinus crinitus, em modo negativo com um tR = 1,40 e

apresentou os fragmentos (353.0876, 173.0453, 179.03445, 191.0559), que
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correspondeu ao composto &cido  3,4-di-O-cafeoilquinico ou Acido 3,4-
Dicafeoilquinico, isolado da planta Elephantopusmollis e apresentando um teor
polifendlico alto (OOl et al., 2011).

O pico 4, ion molecular com m/z igual a 325,1070, foi encontrado no extrato
metanadlico Lentinus crinitus, em modo ion negativo com um tR = 2,50 e apresentou
os fragmentos (138.0598, 204.0835, 325.0946, 124.0075, 223.0419), que
correspondeu ao composto previamente identificado, jA no modo positivo, e relatado
na literatura como: Eucalyptin ou 5-hidroxi-4', 7-dimetoxi-6,8-dimetilflavona.
Pertencente a classe dos flavanoides.

O pico 5, ion molecular com m/z igual a 325,1070, foi encontrado no extrato
metandlico Lentinus crinitus, em modo ion negativo com um tR = 6,08 e apresentou
os fragmentos (197.0398; 167.0303; 153.0456), que correspondeu ao Acido Siringico,
identificado por (Hoffmann; linuma; Hermann, (2007). O &cido siringico desempenha
um papel na comunicacdo entre plantas e microrganismos do solo através de
alteracbes nas comunidades microbianas da rizosfera do solo e inibicdo do
crescimento de mudas de pepino, e possui possui atividades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias e antiendotdxicas (SRINIVASULU et al., 2018).

O pico 6, ion molecular com razdo massal/carga igual a 329,2309, foi
encontrado no extrato metandlico Lentinus crinitus, em modo negativo com um tR =
9,31 e apresentou os fragmentos (329.2355, 199.1314, 183.0111), que correspondeu
ao composto de nome sistematico (9R,12R,13R,10E)-9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-
enoic Acid ou Acido Pinélico (SUNNAM; PRASAD, 2013b).

O pico 7, ion molecular com razdo massal/carga igual a 167,0367, foi
encontrado no extrato metandlico Lentinus crinitus, em modo negativo com um tR =
7,35 e apresentou os fragmentos (131.0181; 167.0381; 116.9339), que correspondeu
ao Acido Vanilico e identificado por Hoffmann; linuma; Herrmann, (2007). O é&cido
Vanilico (VA) é um composto fendlico utilizado com bastante permanéncia na
indUstria como um aromatizante, e as vezes como conservante de alimentos, podendo
ser encontrado em cereais, graos inteiros , frutas, ervas, cha verde , sucos, cervejas
e possui atividades antioxidante, hepatoprotetora, cardioprotetora e antiapoptotica
(ALMEIDA; CAVALCANTE; VICENTINI, 2016).

O pico 8, ion molecular com razdo massa/carga igual 315,2512 foi encontrado

no extrato metanolico Lentinus crinitus, em modo negativo com um tR = 12,64 e



58

apresentou os fragmentos (315.2529, 183.0113), que correspondeu a um acido graxo
desenvolvido na Malasia de nhome acido 9,10-diidroxiestarico (KOAY et al., 2011).

A Tabela (12) abaixo descreve as possiveis estruturas dos compostos
identificados.
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Tabela 10: Proposta das estruturas dos compostos identificados no extrato no ion positivo

Erisotrina 3,3,4'5,7,8-

Hexahidroxiflavona

Eucalyptin

Epiritratidinona

HO

OH

(+)- Nookatone
Nobiletin HO

Asperterone

Acido Cafeico

Noidesol

Fonte, Autor (2021).
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Tabela 11: Proposta das estruturas dos compostos identificados no extrato no ion positivo

o)
o~ OH
HO ‘ oH o.__ 0O
o g
OH o)
HO -

3,4-di-O-Caffeoylquinic acid

Acido Vanilico

Acido Slrmglco
Eucalyptin

OH 0]

OH O NWMO_
OH
OH

HO OH |
i O 0 9,10-Dihydroxystearate
Trihydroxyoctadec-10-enoic Acid ou Acido Pinélico

Fonte: Autor (2021).
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4.3 Teste da atividade antibacteriana pelo método da difusdo em disco

A atividade antibacteriana do extrato de metandlico do fungo foi testado pelo
método da difusdo em disco em relacdo as cepas de S. aureus (A), P. aeruginosa (B)
e E.Coli (C), e estdo apresentadas na figura 14. Para efeito de comparacao, foram
realizados ainda testes de suscetibilidade de tais bactérias ao seu padrdo como

demonstrado na Figura 13 e os resultados estdo descrito na Tabela (14) abaixo.

Figura 13: Padrdo de halo para Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia

utiluzando discos Cloranfenicol

Fonte: Autor (2021).

Figura 14: Atividade antibacteriana do extrato metandlico do fungo Lentinus Crinitus frente a

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli

Fonte: Autor (2021).
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Tabela 12: Resultado da Concentracao Minima Inibitria do extrato metandlico do fungo (uL/mL)

PADRAO DE EXTRATO
BACTERIAS CONTROLE (mm) METANOLICO
Staphylococcus 25 NI*
aureus ATCC25923
Escherichia coli 21-27 NI*
ATCC25922
Pseudomonas NI*

aeruginosa ATCC27853

Fonte: Autor (2021).
NI* (ndo houve inibicao)

O teste da atividade antibacteriana realizados demonstraram que o extrato
metandlico do fungo Lentinus crinitus ndo possui acdes antibacterianas contra as
espécies (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). O
teste da atividade antimicrobiana pode ser comparado através do diametro do halo
padrdo obtido a partir de discos impregnados com o antibiético Cloranfenicol, o
mesmo foi utilizado como grupo de controle.

Krupodrova et al. (2016), pesquisando acerca das atividades antibacterianas
de trinta espécies de cogumelos pertencentes a classe dos Basidiomycetes e
Ascomycetes, cultivadas em dois meios liquidos, foram avaliadas contra bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli) pelo
método de difusdo em disco. Todos os cogumelos. [...] apresentaram diferentes niveis
de atividade antibacteriana - de 9,5 mm de didmetro na zona de inibicdo a inibicao
total do crescimento da bactéria em teste.

Tal como relatamos no nosso estudo, Sousa (2012), pesquisando acerca da
andlise de compostos fendlicos e avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos
aquosos de cogumelos comestiveis produzidos no Brasil, concluiu que ndo houve
atividade antibacteriana das bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus. A mesma informou que nao foram inibidos pelos extratos de

praticamente todos os cogumelos.

4.4 Teste de ecotoxidade frente a Artemia salina
Os resultados de mortalidade das larvas de Artemia salina obtidas com o extrato
metandlico do fungo Lentinus crinitus foi examinado apds a contagem de 24 e 48

horas, e estdo representados na Tabela (15). Consoante a analise da toxicidade
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tornou-se possivel a determinacdo da porcentagem de nauplios de Artemia salina
mortos e assim, determinar a CLso, que € a concentracao necessaria para matar 50%
da populacéo das amostras (Artemia salina) do estrato.

O critério de classificagdo do extrato metandlico do extrato do fungo perante a
Artemia salina utilizado nesse trabalho foi feito com base nos valores das DLso
estabelecido por Meyer et al. (1982) que utilizam o critério de avaliacdo em que se
considera que a amostra é tdxica ou ativa as que apresentarem DLso< 1000 ug/mL e
amostras atoxicas ou inativas as que apresentarem DLso> 1000ug/mL.

Tabela 13: Mortalidade das Artemia salina com extrato metanélico, com o tempo de 24 horas a 48

horas
Artemia salina Artemia salina
Mortas Mortas
24 horas Média 24h 48 horas Média 48h

Concentracfes Tubo 1 Tubo 2 Tubol Tubo 2
1,000 mg/mL 3,0 2,0 2,5 10,0 10,0 10,0
0,500 mg/mL 6,0 5,0 5,5 10,0 10,0 10,0
0,250 mg/mL 4,0 4,0 4,5 10,0 10,0 10,0
0,125 mg/mL 1,0 1,0 5,0 9,0 10,0 9,5
0,062 mg/mL 5,0 5,0 4,5 10,0 10,0 10,0
0,031 mg/mL 5,0 3,0 4,0 10,0 10,0 10,0
Branco 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: Autor (2021).

Em funcéo dos dados tabelados, foi executada a construcao de um gréfico que
expde com maior clareza os resultados obtidos, tornando assim possivel analisar
graficamente todos os dados obtidos ap6s os calculos executados. O Gréfico 2
explicita os dados supracitados na Tabela 15 em relacao as 24 horas, pois 0 mesmo

extrato apresentou uma mortalidade total durante as 48 horas.
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Grafico 2: Percentagem das Artemias Salina mortas em diferentes concentracdes, com extrato

metanolico, com o tempo de 24 horas
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Fonte: Autor (2021).

De acordo com o comportamento do gréafico, foi possivel concluir que a
mortalidades das Artemia salina em 24 horas aumenta linearmente conforme o
aumento da concentragdo. Da mesma forma, foi percebido também que, quanto
menor é a concentracdo do extrato do fungo utilizado, menor é a mortalidades das
Artemia salina.

Desta forma, a dose letal (DLso) foi calculada com base na equacéo da reta
obtida pela regressdo linear, considerando a correlagdo do logaritmo das
concentracbes e o0 correspondente percentual de mortalidade. Ao valor de y
(coordenadas) atribui-se a metade das mortes maximas possiveis (n/2), ao resultado
de x obtido (abscissas) aplica-se o antilogaritmo, resultando no valor final da DLso
(SASIDHARAN et al., 2012).

Por meio da constru¢do da regressao linear, a DLso calculada foi igual a
2747,286, classificada como amostra ndo toxica. A auséncia de citotoxicidade frente
a Artemia salina € um indicador de que a parte do extrato avaliado pode ser bem
tolerada frente ao sistema bioldgico, ja a constatacdo do potencial toxicologico sinaliza
a necessidade de mais estudos como testes in vitro, de modo a esclarecer os aspectos
relacionados a toxidez (PEREIRA et al., 2015). Embora a citotoxicidade represente
uma preocupacao com relacdo a seguranca do uso, estudos recentes como o de Silva

e Colaboradores (2015), abordam o potencial antitumoral de plantas citotoxicas.
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4.5. Docking Molecular com os Compostos identificados Frente a Transferase
do Zika Virus

Nesta fase do estudo, foram realizados célculos de docking para os 16 compostos
recém identificados por LC-MS/MS. O alvo biolégico selecionado foi o 5M5B
(transferase do virus da Zika), e o sitio ativo em que as moléculas foram encaixadas
foi 0 mesmo do ligante nativo SAM (S-Adenosilmetionina), conforme mostra a tabela
(15).

Figura 15: Grid do ligante nativo SAM (S-Adenosilmetionina) utilizado para o Docking

center_x 8.607370

center_y 43.187481

center_z 86.285630
size_x 40.0
size_y 40.0
size z 40.0

Fonte: Autores (2021).

O docking molecular foi aplicado nesse estudo com sucesso, utilizando o

programa Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2009), os compostos utilizados como
ligantes, percorreram todo o espaco tridimensional da grade até encontrar as posicdes
mais favoraveis, ao final do célculo obteve-se valores de RMSD para as poses onde
os ligantes acoplaram-se que séao descritas na Tabela 16, com as suas energias de

afinidade e a constante de inibicdo que foi determinada através da energia do docking.
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Tabela 16: Dados obtidos do docking com as estruturas dos compostos identificados e o ligante nativo.

Composto Compostos Fitoquimico AG K: (M) RMSD (A) Pose
namero (Kcal/mol)
1 3,4-di-O-Caffeoylquinic acid -8,8 0,698 1,872 3
2 Gossypetin -8,5 0,706 1,999 2
3 Noidesol -8,1 0,718 4,429 5
4 15-demethylplumeride -7,9 0,724 2,269 8
5 Eucalyptin -7,9 0,724 1,801 3
6 Nobiletin -7,6 0,733 2,665 2
7 SAM (redocking) -7,3 0,742 1,856 2
8 Erysotrine -7,1 0,748 2,315 2
9 Erythratidinone -6,9 0,754 1,616 4
10 (+)- Nookatone -6,5 0,767 1,955 3
11 Asperterone -6,3 0,773 2,019 2
12 9,10-Dihydroxystearate -5,8 0,789 1,947 2
13 Pinelic acid -5,8 0,789 1,795 4
14 Caffeic acid -5,5 0,799 1,514 6
15 Siringic Acid -5,5 0,799 0,209 2
16 Vanilic acid -5,2 0,808 1,127 5

Fonte: Autor (2021).

Como o docking trabalha na validacdo da afinidade do ligante presente em um

determinado sitio ativo encontrado no receptor de interesse, para efetivar a validacédo

do ancoramento nesse estudo, levou-se em consideracdo energias de afinidade

menores que -8,0 Kcal/mol e desvios de RMSD menores que 2 angstrons (A).

A Tabela 16 mostra os 3 ligantes que apresentaram menor energia de docagem

e Ki , em relacdo ao ligante nativo SAN, que foi 3,4-di-O-Caffeoylquinic acid,

Gossypetin, Eucalyptin. Desta forma, foi necessario desenhar o grafico para melhor

explicitar a relacdo entre RMSD e KI.
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Gréafico 3: Grafico da relacdo entre RMSD (Desvio Quadrado Médio) e Kl (Constante de Inibi¢cdo)
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Fonte, Autor (2021).

O RMSD e a constante de inibicdo fornecem informacfes sobre a estabilidade
do complexo receptor-ligante que € formado, quanto menor Ki, maior a estabilidade
do complexo e consequentemente, maior a eficacia do ligante em inibir o receptor
(JUNIOR; DR. ARLAN, 2019).

4.5.1 Visualizacao das Interacdes do Complexo Receptor-Ligante

Para visualizar as interacdes do receptor-ligante nesse estudo, foi empregado
o Discovery Studio (BIOVIA, 2015), a escolha deu-se devido a facilidade de manuseio
do software e seus graficos otimizados que facilitam a compreensédo dos resultados

de forma mais simples.
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Figura 17: (a) Redocking: laranja a SAM na forma co-cristalizada e em azul a SAM obtida pelo
redocking. (b) Docking do composto 1 (vermelho) com a proteina ancorando na mesma regido da
SAM (laranja)

Fonte:(BIOVIA, 2015)

Na Figura 17 (a), é possivel observar o resultado obtido laranja a SAM na forma
co-cristalizada e em azul a SAM obtida pelo redocking com a energia de afinidade
igual a -7,3 Kcal/mol e o desvio no RMSD em redocking ligando-se no mesmo sitio.
com a ligante energia de afinidade igual a - 7.3 Kcal/mol e menores desvios no RMSD
com 1,856. E em (b) pode-se observar o Docking do composto 13,4-di-O-
Caffeoylquinic acid (vermelho) com a proteina ancorando na mesma regidao da SAM
(laranja), com valor de energia -8,8 Kcal/mol e o desvio no RMSD igual a 1,872 e a
sua afinidade Ki (uM) = 0,689. O resultado é satisfatério uma vez que os ligantes se

acoplaram no mesmo sitio ativo da proteina alvo.
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Figura 18: (a) em vermelho o composto 1 interagindo em 3D com os principais residuos de
aminoacido. (b) em laranja o ligante co-cristalizado SAM interagindo em 3D com os principais
residuos de aminoécidos

Fonte: Autores (2021).

A partir da Figura 18 € possivel verificar as interagbes dos compostos com 0s
principais residuos de aminoacidos, onde destacamos a presenca de ASP152,
TRP93, GLY92, GLY®64, para 3,4-di-O-Caffeoylquinic acid, e para SAM. A visualizacéo
em 3D facilita na compreenséo e visibilidade dos aminoécidos presente. A figura (19)
abaixo especifica com mais clareza a relacao destacando as distancias em A de forma

separada para 0S compostos.
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Figura 19: InteracGes receptor-ligante com os residuos de aminoacidos e suas distancias
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Fonte: BIOVIA (2015).

A Figura 19, mostra as principais interacfes entre a proteina e o composto 1,4-
di-O-Caffeoylquinic acid. Destacando-se principalmente a ligacdo através de
interacdes de vander Waals para: HIS A:116, GLY A:112, SER A:65, GLY A:91, LYS
A:188, VAL A:136, PHE A:139, THR A:110, ARG A:90. E duas interacdes pi-alquil.
com o residuo ILE A:153 (4,84 A e 5,74 R), e duas ligacdes de hidrogénio convencional
entre ASP A: 137 (3,64 A) E VAL A:138 (3,62 A).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Todos 0s objetivos propostos na elaboragao do trabalho foram atingidos. Assim
sendo, os resultados encontrados nesse estudo de concluséo de curso demonstraram
que o extrato metandlico da espécie Lentinus crinitus apresenta percentuais de
inibicdo satisfatoria. O mesmo extrato apresentou um fator de inibicdo de 62,3% na
concentrag&o de 1000 pg/mL.

Da analise com LC-MS do extrato metanolico do fungo Lentinus crinitus foram
identificados no total apenas 16 compostos com base na comparacdo de relatos ja
registrados na literatura. A maioria dos compostos aqui identificados sao descritos
pela primeira vez no género Lentinus. Estes resultados mostraram que o Lentinus
crinitus é produtor de diferentes classes de metabdlitos secundarios, biologicamente
ativos.

Constatou-se que os ensaios de inibicdo bacteriana realizados mostraram que
0 extrato metandlico do fungo Lentinus crinitus testados em diferentes concentragées,
1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10, ndo apresentou acdes antibacterianas frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

A avaliacdo de toxicidade do extrato do fungo frente ao microcrustacea Artemia
salina demostrou que o extrato ndo apresenta toxicidade em todas as concentracdes
testadas ja que este apresentou o CLso > 1000 pg/mL.

O estudo de simulagéo por docking molecular permitiu a analise das energias
de ligacdo entre os compostos identificados no extrato frente a Tranferase do Zika
virus (5M5B), os valores encontrados mostraram-se satisfatorios, com destaque ao
composto 1 de nome Acido cafeoilquinico que apresentou valores aproximados com
o ligante nativo SAM, com energia -8,8 Kcal/mol e o desvio no RMSD igual a 1,872 e
a sua afinidade Ki (uM) = 0,689. E que também interagiram bem com os
aminoacidos que ficam proximos ao sitio ativo da proteina, exibindo vérias ligacdes
de hidrogénio. Dessa forma, em funcao dos resultados encontrados, o composto 1
mostrou-se como um inibidor promissor, mas precisara de uma série de estudos

adicionais como parte na producdo de um farmaco.
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Encaminhamentos

Dar Continuidade na pesquisa na P6s-Graduacdo na modalidade strictu sensu.
Publicar um artigo cientifico com os dados desse manuscrito em uma Revista

conceituada nos proximos meses.
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