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RESUMO

Cogumelo é o nome popular pelo qual sdo conhecidas as estruturas reprodutivas
macroscopicas dos fungos pertencentes aos grupos Ascomycota e Basidiomycota.
Esses organismos tém sido devidamente estudados em busca de moléculas bioativas
produzidas em seu metabolismo com diversas atividades bioldgicas como anti-
inflamatdria, antitumoral, antioxidante, antiviral, dentre outras. Neste trabalho foram
utilizadas 19 amostras de cogumelos cultivados e selvagens como matéria prima que
passou por extracdo quimica, sequencialmente por ordem crescente de polaridade,
dos metabdlitos produzidos pelo macrofungo para realizacdo dos testes
antixanthomonas, antiglicante, antioxidante, fotoprotecéo solar e atividades citotoxica
e antiviral dos extratos brutos obtidos. Dentre as atividades testadas nos screenings
com todos os extratos, a atividade biolégica que se destacou com bons indicadores
foi atividade antiviral contra Mayaro Virus demonstrada pelos extratos 04 acetato com
65% de protecao e 70% de viabilidade a 250 ug/mL, 11 acetato com 24% de protecéo
e 79,8% de viabilidade a 7,8 ug/mL, 12 acetato com 63% de protecdo e 85% de
viabilidade na concentracdo de 125 ug/mL, 18 hexanico com protecao celular de 44%
e zero toxicidade a 125 ug/mL, indicando o potencial para a extracdo e sintese de

anéalogos para o desenvolvimento de farmacos antivirais a partir de macrofungos.

Palavras—chave: Antiviral. Cogumelo Medicinal. Bioprospecgao. Macrofungos.
Mayaro Virus.



ABSTRACT

Mushroom is the popular name by which the macroscopic reproductive structures of
fungi that belongs to the Ascomycota and Basidiomycota taxons are known. These
organisms have been studied in a long time to search for bioactive molecules produced
in their metabolism with different biological activities such as anti-inflammatory,
antitumor, antioxidant, antiviral, among others. In this work, 19 samples of cultivated
and wild mushrooms were used as raw material for chemical extraction by maceration,
sequentially in ascending order of polarity, of the metabolites produced by the
macrofungus for further analyzes of antixanthomonas, antiglicant, antioxidant, solar
photoprotection, cytotoxic and antiviral activities of the crude extracts obtained. Among
the activities tested in the screenings with all the extracts, the biological activity that
showed better results was the antiviral activity against Mayaro Virus demonstrated by
the extracts 04 acetate with 65% protection and 70% viability at 250 ug/mL, 11 acetate
with 24% protection and 79.8% viability at 7.8 ug/mL, 12 acetate with 63% protection
and 85% viability at a concentration of 125 ug/mL, 18 hexane with 44% cell protection
and zero toxicity at 125 ug/mL, indicating the potential for the extraction and synthesis

of analogues for the development of antiviral drugs from macrofungi.

Keywords: Mushroom Extract. Natural Products. Antiviral. Macrofungi. Biological

Activity.
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1 Introducgéo e revisao

1.1 Os fungos e o uso medicinal

O grupo dos fungos é caracterizado pela presenca de células eucariontes com
parede celular composta por quitina, podendo ser uni ou pluricelulares e realizam
digestao extracelular, enquanto o termo popular cogumelo se refere especificamente
as estruturas reprodutivas macroscopicas visiveis ao olho nu que alguns desses
organismos apresentam, e que, taxonomicamente S80 compostos na maioria por

taxons do filo Basidiomycota e alguns do filo Ascomycota.

Sobre a diversidade dos fungos, algumas estimativas um pouco conservadoras
apontam que ultrapassam 1 milhdo e meio de espécies e os macrofungos colaboram
com cerca de 50 - 110 mil dessas espécies distribuidas ao redor do mundo
(HAWKSWORTH, 2001; MUELLER, SCHMIT, 2007).

Segundo dados disponiveis no Flora do Brasil, banco de dados administrado
pelo Jardim Botanico do Rio de Janeiro, a biodiversidade total de fungos descritas
para o Brasil € de 6320 espécies, sendo 2966 espécies de Basidiomycota e 2153
espécies de Ascomycota. Ainda se o numero de macrofungos for superestimado e
considerarmos hipoteticamente que todos os fungos do filo Ascomycota séao
formadores de cogumelos assim como os Basidiomycota, seria um total de 5 mil
espécies descritas, representando menos do que 10% da biodiversidade minima
mundial estimada para o grupo dos macrofungos, ou seja, existe uma lacuna de
informacéo acerca da biodiversidade dos cogumelos no Brasil. Essa falta de dados
micoldgicos ocorre de forma intensificada no Brasil, mas € uma realidade no mundo
todo. Se tivermos uma taxa constante de 1000 novas espécies de fungos descritas
por ano, precisariamos de mil anos para descrever todas as espécies estimadas
(HAWKSWORTH, 2001; MUELLER, SCHMIT, 2007).

Quanto aos registros histéricos do uso de macrofungos, temos diversos povos
ancestrais que tinham os cogumelos incorporados em suas culturas e faziam o uso
tanto na forma de alimento como também para obter moléculas com atividades
biolégicas especificas, demonstrado por um dos registros rupestres mais antigo sobre
uso de cogumelos, datado de cerca de 6000 anos atras (GARTZ, 1996; SAMORINI,
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2019; WINKELMAN, 2019) que analisa duas gravuras, sendo a primeira com destaque
para o uso de cogumelos psicoativos e uma segunda representando uma figura
antropomorfizada com dezenas de cogumelos crescendo ao redor, evidenciando a
intima relac&o entre povos antigos do norte da Africa e os cogumelos (SAMORINI,
1992).

Ainda um outro registro do uso milenar dos cogumelos foi encontrado com o
“‘Homem do Gelo” que viveu a 5000 anos atras e seu corpo mumificado foi encontrado
com diversos artefatos preservados, entre eles haviam trés referentes aos
macrofungos: dois diferentes basidiomas da espécie Fomitopsis betulina embrulhados
separados em material de couro, e um outro material inflamavel composto por grande
quantia de Fomes fomentarius (PEINTNER, PODER, PUMPEL, 1998), evidenciando
um uso com objetivos especificos para esses cogumelos. Em outros estudos mais
recentes de saberes de povos tradicionais micofilicos, como € o caso dos indigenas
Yanomami, que vivem entre a AmazOnia brasileira e venezuelana, também foi
acessado as diversas praticas que envolve os cogumelos e séo realizados por essa
etnia, que por anos vem se alimentando de fungos da floresta, incorporando rizomas
de espécies de Marasmius sp. em seus artesanatos e realizam até os dias atuais um
sistema de cultivo natural em rocas de mandioca para induzir maior producdo de
cogumelos comestiveis nesses locais, dominando saberes que vao da alimentacao
ao manejo para fungicultura (ZENT, ZENT, ITURRIAGA, 2004; CARLOS, WELCH,
2018).

Atualmente, existe a diferenciacdo entre civilizacbes que coletam e se
beneficiam em oposi¢do as que evitam os macrofungos, sendo fator para caracteriza-
las em sociedades micofilicas ou micofébicas, respectivamente (FERICGLA, 1994;
MAPES et al., 2002).

Os individuos que consomem cogumelos, se beneficiam de uma abundancia
de moléculas bioativas que podem ser encontradas tanto no micélio, estrutura
vegetativa, como também nos corpos de frutificacdo dos macrofungos e as atividades
biolégicas sao bastante diversas como antibiética, antiviral, antifingica, antitumoral,
antioxidante, propriedades adaptégenas do sistema imune, atividade neuroprotetora,

anti convulsiva, anti diabética, dentre outras que podem ser observadas na tabela 1
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(LEE et al., 2002; ALVES et al., 2012; AGUIRRE-MORENO et al., 2013; THAKUR,
SINGH, 2013; FRIEDMAN, 2016; NEWMAN, CRAGG, 2016; SEO, CHOI, 2021).

Tabela 1. Estudos farmacoldgicos sobre propriedades medicinais de macrofungos

BIOATIVIDADE COMPOSTO ALVO RESULTADOS REFERENCIA
FUNGICO
ANTIBACTERIANA  Proteina (Clitocybe ~ Xanthomonas MIC = 0.46 um ZHENG et al.,
(GRAM -) cinopica) malvacearum e 2010
Xanthomonas
oryzae
ANTIBACTERIANA  Extrato bruto Klebsiella 1ZD =9 mm HEARST et al.,
(GRAM -) Lentinus edodes aerogenes 2009
ANTIBACTERIANA  Extrato bruto Listeria IZD=11-13 mm ISHIKAWA,
(GRAM -) Lentinus edodes e monocytogenes KASUYA,
LANET 200
sanguineus 2009;
KALYONCU et
al., 2010;
ANTIBACTERIANA  Extrato bruto  Staphylococcus MIC e MBC 8 KEYPOUR et
(GRAM +) Ganoderma aureus mg/mL al., 2008
lucidum
ANTIBACTERIANA  Extrato bruto  Bacillus subtillis MIC 8 mg/mL e KEYPOUR et
(GRAM +) Ganoderma MBC 16 mg/mL al., 2008
lucidum
ANTIBACTERIANA  Extrato bruto Micrococcus MIC 0.625 ug/ml e NOWACKA et
(GRAM +) Amanita muscaria luteus MBC 2.5 ug/ml al., 2015
ANTIOXIDANTE  Extrato bruto DPPH 55.4% - 6mg/ml CHEUNG,
Lentinula edodes CHEUNG, OOl,
2003
ANTIOXIDANTE  Extrato bruto DPPH 97.4% - 180 pg/ml ELMASTAS et
Lepista nuda al., 2007
ANTIOXIDANTE  Extrato bruto DPPH 81.3% - 180 pg/ml ELMASTAS et
Pleurotus al., 2007
ostreatus
ANTIVIRAL E Extrato bruto Poliovirus tipol IC50 - 187.6 pg/ml; FACCIN et al.,
CITOTOXICO Agaricus CC50 - 2302 pg/ml 2007
brasiliensis IS-12.3
ANTIVIRAL E Extrato bruto Adenovirustipo IC50 - 185.5 pg/ml ELHUSSEINY
CITOTOXICO Pleurotus 7 CC50 etal., 2021
columbinus - 40.29 pg/ml
IS - 4.60
ANTIVIRAL E Extrato bruto Adenovirus IC50 - 13.80 pg/mi ELHUSSEINY
CITOTOXICO Pleurotus etal., 2021
ostreatus CC50
- 63.45 pg/ml
IS-4.5
ANTIVIRAL E Extrato bruto Echovirus 7 IC50 - 0.3811 OGBOLE et al.,
CITOTOXICO Hypoxylon fuscum ug/ml 2018

CMNT - 10 pg/ml

IS - 22.57
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O motivo da existéncia moléculas com diversas atividades bioldgicas presente
nos fungos € objeto de estudo de diversos trabalhos e alguns resultados sugerem que
esses compostos atuam como moléculas sinalizadoras no habitat e também servem
como mecanismo de defesa contra predadores e parasitas (YIM, WANG, DAVIES,
2007), como observado por NUTZMANN e colaboradores em 2011 que o fungo
Aspergillus nidulans ao entrar em contato com a bactéria de solo Streptomyces
rapamycinicus passa por uma inducao genética a ativacdo de genes silenciados que
resultam na expressdo de arquétipos de &cido orselinico e andlogos que séo
conhecidos por sua atividade antibacteriana (GOMES et al., 2003), sugerindo ser um

dos modos de defesa do fungo contra bactérias.

Portanto, se assumirmos que parte dos compostos bioativos estéo relacionados
a respostas ecoldgicas as interagbes com outros organismos e que também
estimativas datam que os Ascomycota e Basidiomycota, clados em que se encontram
0os macrofungos, divergiram a pelo menos 1.2 bilhdes de anos (HECKMAN et al.,
2001), esses organismos possuem uma longa historia evolutiva com diversificagfes
nos mais variados habitats e interacfes ecoldgicas, sofrendo constantes pressdes
seletivas que conservaram moléculas bioativas que garantiram um fitness adaptativo
ao clado ao longo do tempo evolutivo e influenciaram na biodiversidade e na

guimiodiversidade que encontramos hoje nos fungos.
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1.2 Macrofungos como fonte de compostos antivirais

Para acessar os metabolitos presentes nos macrofungos, é necessario que 0
material passe pelo processo de extracdo quimica dos PNs, que pode ser resumido
em 4 etapas: (1) os solventes penetram o material biolégico até alcancarem o interior
das células, entdo (2) os solutos sdo dissolvidos pelo solvente que logo (3) saem do
interior celular para o meio externo por difusdo e, por fim, (4) os extratos podem ser
coletados (ZHANG, LIN, YE, 2018). Ao longo do tempo, as técnicas utilizadas na
extracdo foram cada vez mais aprimoradas e hoje as extracbes podem ser feitas por
maceracao, prensagem, destilacdo, infusdo, decocc¢éo, soxhlet, extracdo com auxilio
de ultrassénico, microondas, dentre outras. (ESCLAPEZ et al., 2011; CHEMAT, VIAN,
CRAVOTTO, 2012; ZHANG, LIN, YE, 2018).

As moléculas com propriedades antivirais estdo presentes em grande
diversidade nos macrofungos e distribuidas nos mais diversos taxons. Essas
moléculas podem apresentar bioatividade diretamente relacionada ao virus, como
também atuar como imunomodulatérias gerando uma melhoria na resposta imune
contra infeccdes por meio da ativagdo de macréfagos, neutréfilos, células NK e
linfécitos, como € o caso de polissacarideos encontrado no cogumelo Ganoderma
lucidum (AHMAD et al., 2021).

Além da acao imunomodulatéria, as macromoléculas presentes nos cogumelos
podem prevenir ou interromper uma infecc¢ao viral interagindo tanto com as particulas
virais quanto com a ceélula hospedeira e assim, interferir nas etapas de adsorcéo,
replicacdo ou montagem que ocorrem nos ciclos virais (CARTER, SAUNDERS,
SAUNDERS, 2007). Na tabela 2 abaixo, estdo sintetizados alguns trabalhos que

estudaram o modo de agdo dos compostos com atividade antiviral nos macrofungos.

Tabela 2. Modo de acdo de compostos antivirais encontrados em cogumelos

Virus Cogumelo Composto Efeito Referéncia
HSV-1 e Ganoderma  Proteoglicano Bloqueiona  EOQO et al., 2000
HSV-2 lucidum APBP NG

replicacéo viral.
Enterovirus  Ganoderma  Triterpendides  Blogueiona  ZHANG etal., 2014
71 lucidum GLTA etapa de



HIV-1 e CoVs Auricularia

HIV -1

HIV-1

polytricha
Ganoderma
lucidum

Pleurotus

ostreatus

Extrato fragédo

hexanica

Lacase

Ubiquitina

adsorcao,
desmontagem

do virus,
replicagédo do

RNA viral.

Atua como
inibidor de
protease

Atua na
transcriptase
reversa

Atua como

inibidor de

protease
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SILLAPACHAIYAPORN
etal., 2019

WANG, 2006

WANG, NG, 2000

Uma outra caracteristica dos compostos antivirais além de seu efeito no ciclo

viral pode ser quantificado através de ensaios de plaqueamento para citotoxicidade

em que utiliza-se uma ceélula modelo e o extrato e um segundo ensaio utilizando a

linhagem celular, o virus e os extratos, no qual obtém-se dados sobre os efeitos da

protecao celular pelos extratos contra a infeccao viral, gerando dados de concentracao

inibitéria minima capaz de inibir 50% da reproducdo viral, como pode ser observado

nos trabalhos resumidos na tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Compostos dos cogumelos capazes de inibir a replicagdo viral na

concentracéo inibitoria de 50%.

Virus Cogumelo Composto Resultado Referéncia
HIN1 Flammulina Extrato EC50: 1,25 KRUPODOROVA,
velutipes (mg/mL) RYBALKO,
BARSHTEYN,
2014)
H1N1 Ganoderma Extrato EC 50: 0,077 KRUPODOROVA,
lucidum (mg/mL) RYBALKO,
BARSHTEYN,

2014
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HIV Ganoderma Triterpenos IC 50: 50uM e MiNetal., 1998

lucidum lucidumol B e 20HM

ganoderic acid

beta

HSV-1 F strain Ganoderma Extrato EC 50: 1510 EOetal, 1999
lucidum aguoso mg/mi

HIV-1 Ganoderma Ganoderic EC 50: 140 uM MIN et al., 1998
lucidum acid B

Hepatite C Agaricus Tirosinase EC 50: 25 LOPEZ
bisporus ug/mL TEJEDOR et al,

2021

Diversos avancos cientificos e tecnologicos foram impulsionados pelos
produtos naturais que iniciaram no século XIX e continuam até os dias atuais
colaborando para o acumulo de conhecimento em areas como a de extracao quimica,
sintese organica, caracterizacbes fisico-quimica, farmacologia, dentre outras, e
também gerou um aprofundamento nos estudos relativos a relacdo entre estrutura
quimica e atividade biolégica, mecanismo de ac¢do de drogas em patdégenos e
humanos, tendo papel essencial em descobertas de farmacos nos ultimos anos
(WOODWARD, 1968; SEEBACH, 1990; YEH, LIM, 2007; HARVEY, 2008).

Portanto, a bioprospeccdo de macrofungos se mostra um campo promissor
para a descoberta de novos compostos com atividade antiviral e o desenvolvimento

de novos farmacos.



19

2. Objetivo geral

Bioprospeccdo em extratos de macrofungos cultivados e selvagens
encontrados no Brasil para investigar a presenca de moléculas com atividades
biolégicas variadas como antioxidante, antiglicante, fotoprotetora, antiviral e

antixanthomonas.

2.1 Objetivos especificos
A - Extracdo quimica dos macrofungos cultivados e selvagens;
B - Avaliacao da atividade antixanthomonas dos extratos;
C - Avaliagéo da atividade antiviral contra Mayaro virus dos extratos;
D - Avaliagéo da atividade citotoxica dos extratos;
E - Avaliacdo da atividade antioxidante DPPH dos extratos;
F - Avaliacdo da atividade antiglicante dos extratos;

G - Avaliagdo da atividade fotoprotetora dos extratos.
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1. Material e métodos
1.1 Obtencé&o dos cogumelos e preparacdo dos extratos

Os macrofungos utilizados como matéria prima para obtencdo dos extratos
testados foram gentiimente doadas por produtores de cogumelos comestiveis e
medicinais, como também coletados em diferentes regides, como pode ser observado

pela tabela 4 abaixo mostrando a origem de cada amostra.

Tabela 4. Identificacdo macroscopica prévia e a origem de cada amostra utilizada para

extragao.
E Identificacéo Origem
1 Pleurotus sp. Cultivado pelo produtor de cogumelos Octaviano Murakami,
CNPJ: 09.210.310/0001-05, produzido no Sitio 13 de Janeiro,
localizado em Sebastianépolis do Sul - S&o Paulo.
2 Pleurotus sp. Cultivado por Jorge Augusto Salvim de Oliveira, CNPJ
36.140.484/0001-00, produzido na Estancia Santa Edwirges,
localizado em Icém - Sdo Paulo.
3 Pleurotus sp. Cultivado pelo produtor de cogumelos Octaviano Murakami,
CNPJ: 09.210.310/0001-05, produzido no Sitio 13 de Janeiro,
localizado em Sebastianépolis do Sul - Sdo Paulo.
4 Pleurotus sp. Cultivado pelo produtor de cogumelos Octaviano Murakami,

CNPJ: 09.210.310/0001-05, produzido no Sitio 13 de Janeiro,
localizado em Sebastianépolis do Sul - Sdo Paulo.
5 Lentinula edodes Cultivado pelo produtor de cogumelos Rodolfo Bruniera Anchieta,
CNPJ: 33.416.050/0001-03, produzidos no Sitio Trés Irmaos,

localizado em Nova Granada - Sao Paulo.

6  Suillus granulatus Coletado por Johan Petry em S29 21.858, W51 02.834
7 Amanita Coletado por Johan Petry em plantacao de Pinus sp. S29 24.404,
muscaria W50 38.161

8 Grifola frondosa Cultivado pelo produtor de cogumelos Johan Klaus Petry, CNPJ:
27.242.308/0001-08, no endereco Rua: Anténio Schoeler, 2553,
Linha imperial, Nova Petrépolis-RS.
9 Lactarius Coletado por Johan Petry em plantagéo de Pinus sp. S29 24.404,
deliciosus W50 38.161
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10 Pleurotus Cultivado pelo produtor de cogumelos Johan Klaus Petry, CNPJ:
pulmonarius 27.242.308/0001-08, no endereco Rua: Anténio Schoeler, 2553,
Linha imperial, Nova Petrépolis-RS.
11 Hypsizygus Cultivado pelo produtor de cogumelos Johan Klaus Petry, CNPJ:
tessulatus 27.242.308/0001-08, no endereco Rua: Anténio Schoeler, 2553,
Linha imperial, Nova Petrépolis-RS.
12 Ganoderma Cultivado pelo produtor de cogumelos Johan Klaus Petry, CNPJ:
lucidum 27.242.308/0001-08, no endereco Rua: Anténio Schoeler, 2553,
Linha imperial, Nova Petrépolis-RS.
13 Morchella sp. Coletado por Johan Petry em mata nativa, S29 18.288, W50
59.930
14 |Lepista sordida Coletado por Johan Petry em S29 21.858, W51 02.834
15 Clitocybula Coletado por Johan Petry em galho de araucaria, S29 24.404,
azurea W50 38.161
16 Boletus edulis Coletado por Johan Petry em plantacao de Pinus sp. S29 24.404,
W50 38.161
17 Calvatia gigantea Coletado por Johan Petry em S29 21.858, W51 02.834
18 Pycnoporus Coletado por Johan Petry em S29 21.858, W51 02.834
sanguineus
19 Auricularia sp. Coletado por Johan Petry em S29 21.858, W51 02.834

Fonte: do autor.

Os cogumelos foram previamente identificados pelos coletores ou produtores e
uma aliquota do material desidratado e pulverizado foi guardado e preservado no
Laboratério de Antibiéticos e Quimioterapicos (LAQ) para autenticacdo das amostras

gue sera realizada por Barcoding.

Os cogumelos desidratados e pulverizados foram pesados e extraidos em
temperatura ambiente por maceracdo sequencialmente com hexano, acetato de etila
e etanol por 72h com trés repeticdes para cada solvente, em seguida passaram por

uma infusdo aquosa e decocg¢éao por duas horas, como mostra a figura 1.

A proporcéo de solvente para grama de extrato foi de 10:1 ml/g e a escolha dos
solventes foi feita com base na polaridade relativa de cada um, realizada em ordem

crescente de polaridade, sendo eles hexano, acetato de etila, etanol e agua com



28

polaridades relativas de 0.009, 0.228, 0.654 e 1, respectivamente (REICHARDT,
WELTON, 2010).

Figura 1. Processo de extracdo sequencial para obtencéo dos extratos fungicos

(3 vezes poar 72h) Fragé‘ao (3 vezes por 72h) Fragéo
Hexano Hexanica Acetato de etila Acetica
m|
51
°|5
Fragéo (uma vez) Fragé‘ao (uma vez) Fragéo
Decocgdo | Agua 100° C por 2h Infusao Agua a 100 °C Etandlica

Fonte: do autor.

O conteudo obtido apos as 72 h com os solventes ou pelas extracbes aquosas
passaram pelo processo de filtragem e concentracao dos extratos em rotaevaporador
para obtencdo dos extratos brutos secos que foram armazenados em -20° C até o

momento dos ensaios.

1.2 Atividade antioxidante por DPPH

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos eles foram comparados com
0 padrdo &cido gélico na capacidade de reduzir o radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe) em DPPH-H por meio de doacdo de um hidrogénio ou
transferéncia de elétron pelas moléculas presentes nos extratos fangicos,
demonstrado pela figura 2. A atividade antioxidante pode ser acompanhada pela
mudanca da coloracgao inicial violeta, momento em que o DPPH- apresenta um elétron
em ressonancia na estrutura, para amarelo ou roxo claro quando encontrado na forma
reduzida de DPPH-H, provocando diferencas na absorbancia que pode ser medida

através de espectrofotdmetro de UV.
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Figura 2. Reacédo de neutralizacdo de DPPH em DPPH-H.

Q NO, Q NO,
N—N No, 4 D « H N—NAQ—NOQ + R .
S >; ®: ol g

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

N
@: H  represents antioxidant

Fonte: Retirado de LIANG, KITTS, 2014.

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificacdes. Foram pesados 2,0 mg
de cada extrato em um eppendorf, em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 80% e o
mesmo foi levado a incubadora a 60 °C e 500 rpm por 3 h. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min e 0 sobrenadante foi separado
do precipitado. Foram retirados 333,3 uL do sobrenadante e adicionados 654,2 pL de
etanol 80%, 12,5 uL de DPPH 8,0 mmol L -1. A reacdo ocorreu na auséncia da luz por
1 h. A absorbancia foi medida em cubeta de quartzo com capacidade de 1 mL em A =
517 nm. A porcentagem de DPPH-h reduzido foi calculada utilizando a equacéo 1 e
os resultados foram expressos % de DPPH. Todos os testes foram realizados em

duplicata.

Equacédo 1. Célculo de porcentagem de DPPH-H reduzido

% DPPH-H reduzido = absorbancia do controle - absorbancia da amostra

absorbancia do controle
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1.3 Determinacédo do fator de protecao solar por espectrofotometria UV/visivel

A atividade fotoprotetora esta relacionada com a dose minima necessaria para
deixar uma pele vermelha, ou seja, com um eritema. Para determinar, foi utilizada
metodologia desenvolvida por MANSUR e colaboradores (1986) para avaliar o fator
de protecao solar (FPS) in vitro, na qual aliquotas dos extratos foram dissolvidas em
alcool etilico na concentragao de 0,2 yL mL-1. Realizaram-se leituras em duplicata na
faixa de 290 a 320 nm (a cada 5 nm) em espectrofotbmetro UV-visivel. Foram obtidos
os valores de absorbancia dos extratos nos comprimentos de onda de 290 a 320 nm.
O célculo de FPS pode ser observado na equacdo 2, no qual a absorbancia foi
multiplicada pelo efeito eritemogénico da radiacdo (EE) em cada comprimento de
onda e a somatdria dos valores multiplicada por um fator de correcédo determinado de
acordo com dois protetores solares de FPS conhecidos, conforme WAGEMAKER e
colaboradores (2013).

Equacdo 2. Célculo de FPS in vitro

FPS Espectrofotometrico = FC x Zee( A) x I( A) x abs( A)

Onde:

FC = fator de correcao (=10);

EE = efeito eritemogénico da radiagao de comprimento de onda A;
I(\) = intensidade do sol no comprimento de onda A;

Abs(A) = absorvancia da solu¢gdo no comprimento de onda A.

1.4. Atividade antiglicante

A metodologia do ensaio antiglicante foi definida de acordo com Fraige e
colaboradores (2018) e Lunceford e Gugliucci (2005), com algumas modificagdes. O
teste se baseia na capacidade de inibicdo que uma amostra possui na reacdo de
glicacdo da proteina albumina (BSA) com o metilglioxal (MGO), uma espécie reativa
de carbonila com potente acéo de glicacao. Esta inibicdo € medida por fluorescéncia
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(FRAIGE et al.,, 2018; LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005). A proteina BSA foi
solubilizada em uma solucéo de tampéao fosfato (pH 7,4) em concentracao final de 1,0
mg mL-1. Foram feitas solu¢des finais para analise de 3 mL. Para isso, a 500 yL da
solucéo de proteina BSA foram adicionados 450 pyL das amostras a serem testadas
como agente inibidor (150 ppm) e 2,3 uL do reagente metilglioxal (MGO, 5 mmol L-1),
agente glicante. Para o grupo controle do ensaio, foi preparado um branco contendo
apenas tampéo e BSA, um controle positivo contendo tampao, BSA, aminoguanidina
(AG, 10 mmol L-1, 1500 pL) e MGO (onde AG foi utilizada como inibidor da glicacéao)
e um controle negativo contendo tampéao, BSA e MGO, com auséncia do inibidor AG.
O volume de tampéao fosfato foi adaptado para cada solucdo preparada no teste,
branco, controle negativo, controle positivo e amostras, para se atingir o volume final
de 3 mL desejados. A solugéo resultante foi incubada a 37 °C durante trés dias e
agitacdo de 150 rpm. Apoés o periodo de incubagéo, a leitura foi realizada em duplicata,
nas quais as medidas de fluorescéncia foram realizadas a 370 nm (Aexcitagao) e a
440 nm (Aemissao) para AGEs totais. A porcentagem de inibicdo da glicacao foi
calculada por meio da equacdo 3, onde FLCN e FLbCN sé&o as intensidades de
fluorescéncia dos controles negativos e seu branco e FLex e FLbex sdo as

intensidades de fluorescéncia do extrato e seu branco, respectivamente.

Equacédo 3. Célculo de formacédo de AGES

% Inibicao formacao de AGES = (FLcn - FLben) - (FLex - FLex) 1
X
(FLcn - FLben)

00

1.5. Atividade Antixanthomonas pelo método REMA

O processo de avaliagao de atividade antixanthomonas por REMA foi realizado
conforme o procedimento descrito por PALOMINO et al., 2002 e MARTIN et al., 2003,
SILVA et al., 2013, com modificacdes. Uma solucdo estoque de 2 mg/mL foi preparada
dissolvendo os extratos em 10% em Dimetilsulféxido (DMSO). Apds o preparo, as
amostras foram diluidas e testadas nas concentracdes fixas de 2000 ug/mL, 1000
ug/mL, 100 ug/mL e 50 ug/mL em microplacas de 96 pocos inoculadas com 105

UFC/poco do isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri. O controle negativo foi
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apenas meio liquido com bactérias, enquanto o controle positivo teve a adicdo de

canamicina a 15.6g/mL.

As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas e entao a viabilidade celular foi
medida adicionando 15 uL de uma solugéo a 0.01% de resazurina em cada poco,

seguido de incubacao durante 2 h a 30°C.

Os organismos viaveis reduzem a colorag¢do azul inicial para roxo, o que foi
detectado por espectrofotometria utilizando SPECTRAfluor Plus (Tecan) com um perfil

de excitagao/emisséo de 530 nm /590 nm e os testes foram realizados em duplicatas.

1.6. Atividade citotoxica e antiviral dos extratos

A antiviral e citotoxica dos extratos foi realizada em um teste simultaneo e
independente em microplacas de 96 pocos com células VERO E6 (1,8x105

células/mL) por cavidade e incubada por 24 horas até confluéncia.

Para a atividade antiviral, diluicbes seriadas das amostras foram preparadas
em meio L-15 + 1 % de ATB. Para o teste, utilizou-se o MOI 0,5. O meio foi removido
da placa com auxilio de bomba a vacuo e cada poc¢o recebeu 100 pL do L-15 +
amostra e 100 pL da suspenséao viral MOI 0,5 do Mayaro virus. A placa foi incubada
e monitorada por 3 dias. Transcorrido este tempo o0 meio foi aspirado cuidadosamente
e, cada cavidade, foi tratada com 50 yL de MTT (1 mg/mL). Apés a adigdo do MTT a
placa foi encubada por 4 horas a 37°C. Apds este tempo, 100 uL de DMSO foram
adicionados a cada cavidade e a placa foi agitada por 10 min em agitador automatico
e submetida a avaliagdo espectrofotométrica a 495nm. Os valores de inibicdo foram

expressos com base na equacao 4:

Equacéo 4. Formula para calcular a porcentagem de inibic&o viral

( ABS Extrato - ABS CV

100
ABS CC - ABS CV )
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Para avaliar a citotoxicidade dos extratos o0 meio de cultivo foi substituido por
200 pL de L-15 + 1% de ATB contendo diferentes concentragdes do extrato. A placa
foi incubada por 3 dias a 37°C. Transcorrido o tempo, o meio foi aspirado
cuidadosamente e, a cada cavidade, adicionou-se 50 yL de MTT (1 mg/mL). Apds a
adicdo do MTT a placa foi encubada por 4 horas a 37°C. Transcorrido este tempo, 100
ML de DMSO foram adicionados a cada cavidade e a placa, agitada por 10 min em
agitador automatico. A avaliacdo foi feita utilizando espectrofotometria no
comprimento de onda de 495 nm. A absorbéncia € diretamente proporcional a
viabilidade celular, sendo esta expressa com base em comparacfes com o controle

celular utilizando a equacéo 5 abaixo:

Equacdo 5. Férmula para calcular a viabilidade celular

dOex

V) = (“360c

) x 100

Onde V(%) = viabilidade celular em percentagem, dOex= densidade optica do
extrato testado e dOcc = densidade 6ptica do controle celular. Os valores de CC50
serdo obtidos por anélise de regressao linear dos percentuais referentes as diferentes

concentracdes avaliadas.
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2. Resultados e discussao

2.1. Extracao quimica dos cogumelos

As 19 amostras de cogumelos foram extraidas sequencialmente com hexano,
acetato de etila, etanol e 4gua, ao todo foram obtidos 88 extratos e 7 foram perdidos
ao longo do processo. Os rendimentos podem ser observados detalhadamente na
tabela 5.

Tabela 5. Rendimento em massa (g) e % dos extratos obtidos.

Amostra/ Fracéo Fracéo Fracédo Fracéo Fracédo Rendimento
Massa Hexanica Acética Etanodlica Infusdo decoccédo total por
inicial (g) amostra
1-63,2 0,3942g9—- 0,1494 g - - - - 0,86 %
0,6% 0,2%
2-453 0,5212g- 0,4122g- 09732g- 6,4249g- - 18,4%
1,1% 0,9% 2,1% 14%
3-60,96 0,3681g— 0,7057g- 1,8173g— 3,4006g- 5,058¢— 18,6%
0,6% 1,6% 3% 5,6% 8,3%
4 -48,44 0,5538g- 0,3629g- 1,5352g- 9,3731g- 3,44249g- 31,5%
1,1% 0,8% 3.2% 19,4% 7,1%
5—100 1,0598g- 1,4890g- 7,2141g- 235727g 5,188¢g- 38,5%
1% 1,5% 7,2% - 23,5% 5,1%
6-18,4 0,7014g- 0,5226g- 1,733g- 6,9657 ¢ - - 53,9%
3,8% 2,8% 9,4% 37,8%
7 -130,35 148459 1,8357Qg- 2,44799g- 4,1448g- 1,2623g- 36,8%

4,9% 6% 8% 13,6% 4,2%



8 —-19,66

9-229

10 - 24,35

11-6,98

12 - 24,68

13 -4,62

14 -8,6

15-0,4

16 - 23,46

0,278 g —
1,4%

0,4396 g —
1,9%

0,1882 g —
0,8%

0,0858 g —
1,2%

0,0912 g —
0,37%

0,0859 g —
1,8%

0,1054 g —
1,2%

0,0611 g —
15,2%

0,1491 g —
0,6%

0,2922 g -
1,5%

0,9568 g -
4,2%

0,4355 g -
1,8%

0,1467 g -
2,1%

0,5315g -
2,1%

0,1181 g -
2,6%

0,3555 g -
4,1%

0,0981 g
—24,5%

0,1648 g
-0,7%

0,6707 g -
3,4%

1,7029 g -
7,4%

1,2423 g -
5,1%

0,4127 g -
5,9%

1,1203 g -
4,5%

0,1848 g -
4%

0,8346 g -
9,7%

0,0592 g —
14,8%

1,837 g-—
7,8%

42123 g -
21,4%

3,8392 g -
16,8%

2,4998 g -
10,3%

1,0514 g -
15%

20,9606 g
- 84,9%

1,0719 g -
23,2%

2,5155 g -
29,2%

0,0801 g
- 20%

5,654 g —
24,1%

1,0834 g - 33,2%
5,5%
12719~ 35,8%
5,5%
2,1704 g - 26,8%
8,9%
0,3802 g - 29,7%
5,4%
0,7445 g - 95%
3%
0,0935 g - 33,6%
2%
0,5196 g — 50,3%
6%
0,0136 g - 78%
3,4%
1,7309 g - 40,6%
7,4%

35
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17 - 20,4 0,303g— 048429 2,396g-— = 0,3337 g - 17,2%
1,5% —2,4% 11,74% 1,6%

18-10,6 0,0466g—- 0,174g- 0,2455g—- 0,812g- 0,66339g-— 18,3%
0,4% 1,6% 2,3% 7,7% 6,2%

19-16,4 0,2384g—- 0,2082g 0,0989 g — = 0,1381 g — 4,2%
1,4% -1,3% 0,6% 0,8%

Média de 2,2% 3,3% 6,1% 22,9% 5% -

rendimento

Fonte: do autor.

Durante a extracdo com os diversos solventes, obteve-se 88 extratos com
diferentes propriedades fisico-quimicas provenientes do pool de moléculas extraidas

dos cogumelos.

O processo de extracdo se mostrou suficiente e extraiu em média 34% da
massa inicial dos cogumelos. Observando pelas classes de solventes utilizadas, a
fracdo hexanica teve rendimento médio de 2,2%, enquanto a fracéo acética de 3,3%,
6,1% para fracao etandlica, e o maior rendimento foi de 29,5% proveniente das fracdes
aquosas da infusdo e decoccédo com 22,9% e 5%, respectivamente, indicando que a
maior parte das moléculas presentes nos cogumelos sdo extraidas por solventes de
maior polaridade, o que corrobora com rendimentos obtidos em outros trabalhos
(ELBATRAWY et al., 2015; MOREL et al., 2018; DIALLO et al., 2020).

Duas amostras tiveram valores de rendimento muito diferentes da média, sendo
a amostra 15 variando com rendimentos acima e a amostra 19 com rendimentos
inferiores a média. A possivel explicacdo para a variacdo do rendimento da amostra
15 é a baixa massa inicial de apenas 0,4 g, enquanto a amostra 19, representante do
género Auricularia, teve uma maior resisténcia no momento da trituracao, o que pode
ter dificultado a perfuséo do solvente pelo tecido fungico e influenciado negativamente

no processo de extracdo dessas amostras.
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Portanto, para futuros trabalhos de extracao recomenda-se o minimo de 10 g
iniciais de cogumelos que devem ser triturados e peneirados a fim de sanar os

empecilhos supracitados.
2.2. Atividade antioxidante por DPPHe, antiglicante e de fotoprotegao solar

No ensaio com DPPH-« para atividade antioxidante, dentre os extratos testados,
0S que obtiveram maiores porcentagens de inibicdo de DPPHs em DPPH-H foram as
amostras 10 hexanica, 1 e 19 etandlica, 6 da infusdo e 4 da decoccdo com valores
acima de 50% de inibicdo em concentracdo de 1g/mL, podendo ser observado na
tabela 6.

Tabela 6. Resultados das atividades antioxidantes de cada extrato em % de inibicao
do radical DPPH em DPPH-H

Amostra Hexano Acetato de Alcool Infuséo Decoccdao

etila aquosa 2h

1 45,53 + 0,88 35,87 + 3,17 - - -

2 7,56 + 0,38 3,17 £0,01 0,04 +0,01 39,16 + 5,09 -

3 27,56 + 0,12 10,93+0,38 40,06 +4,96 54,20+2,03 47,78+0,13

4 43,41 + 4,57 12,72 £ 0,12 36,55+191 39,05+1,65 52,62+2,03

5 36,43 + 0,03 0,81+1,39 34,18+ 0,51 4465+2,67 39,81+1,78

6 27,67 +0,15 0,00 8,92 + 3,45 50,48 + 4,20 -

7 1,37 £0,01 29,25+ 1,01 10,48 £0,13 39,99+0,25 22,95+ 1,02

8 47,45 + 3,81 21,27 + 5,46 7,9+ 3,05 46,21+ 3,94 0

9 0 3,4 +0,05 16,9+ 1,54 32,51+0,13 39,58+7,31

10 54,53 +2,41 0 6,55 + 0,01 34,08 + 1,59 0

11 0 39,6 +1,39 28,91+ 191 23,17 +0,76 45,54 + 0,88

12 0 39,81+ 1,77 25,76 + 3,43 24,07 10,17 7,56%0,38
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13 39,58 + 7,37 5,87 +1,52 3,17 £ 1,53 46,43+191 27,56 +0,12
14 0,00 22,62 + 3,94 4,07 £0,01 12,05+1,65 43,41 +4,57
15 0,00 37,78 +2,03 16 +1,27 13,28 + 1,27 -

16 6,66 + 0,12 29,13 + 3,43 50,03 + 0,38 39,36+1,53 27,67 +£0,15
17 46,21 +5,21 3,73+1,91 41,72 +1,65 - 1,37 +0,01
18 - 33,75+0,01 26,88 £ 2,6 47,9+0,05 47,45+3,81
19 9,7+0,01 2,27 +0,25 50,48 + 2,92 - 0

Fonte: Do autor.

Nenhum dos extratos apresentou valores de inibicdo acima de 60%, e também,
guando comparado com outros trabalhos na literatura JAYAKUMAR e colaboradores
(2009) tiveram 56.2% de inibicdo do DPPH com extratos de Pleurotus ostreatus na
concentracdo de 10 mg/mL e um outro exemplo é TEL e colaboradores (2014) que
encontraram 68.8% de inibicdo de DPPH a 50 pg de amostras extraidas de Suillus
granulatus com acetato de etila. Apesar de utilizar representantes dos mesmos
géneros de cogumelos, o presente trabalho ndo identificou forte atividade antioxidante
entre os extratos testados, o que foi uma regra para as amostras independente da
fracdo solavel, ndo corroborando com os dados positivos presentes na literatura.
Entretanto, BAKIR, KARADENIZ, UNAL, (2018) investigaram as variacdes entre as
atividades antioxidantes presentes em um mesmo extrato de cogumelo Pleurotus
ostreatus armazenado em diferentes temperaturas e encontrou uma correlagéo entre
atividade e temperatura, sendo possivel que a variacdo térmica durante o transporte
possa ter afetado nos resultados antioxidantes e também o longo periodo de secagem
dos extratos com alto fluxo de oxigénio pode ter contribuido para a oxidagdo de

potenciais moléculas com atividade antioxidante.

Para analise de atividade de fotoprotecéo solar os extratos foram comparados
com o padrdo Benzofenona que tem valor de FPS 6,37 e os resultados da analise in
vitro de fotoprotecao solar expressos em FPS na concentracdo de 0,2 mg/mL podem
ser observados na tabela 7.



Tabela 7. Resultados em FPS dos extratos na concentracdo de 0,2 mg/mL.
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Amostra - Hexano  Acetato de Alcool Infusédo Decoccéao

género etila aguosa 2h
1 - Pleurotus 0,112 -0,028 - - -
2 - Pleurotus 5,433 -0,139 4,612 0,751 -
3 - Pleurotus 0,667 0,011 1,380 1,478 2,664
4 - Pleurotus 1,749 0,153 0,270 0,394 1,624
5 - Lentinula 2,305 -0,060 4,610 2,736 1,070
6 - Suillus 2,116 -0,007 0,261 0,111 -
7 - Amanita 8,883 0,032 2,080 0,388 1,313
8 - Grifola 2,619 0,010 0,188 0,123 0,407
9 - Lactarius 1,516 -0,004 4,487 2,493 1,399
10 - Pleurotus 3,233 0,014 1,942 1,772 0,554
11 - Hypsizygus 7,076 -0,004 2,024 0,362 0,112
12 - Ganoderma 2,634 -0,010 0,433 0,203 5,433
13 - Morchella 2,376 2,196 1,931 0,777 0,667
14 - Lepista 3,664 2,070 1,687 0,272 1,749
15 - Clitocybula 3,951 1,579 1,028 0,422 -
16 - Boletus 3,418 1,887 1,559 3,150 2,116
17 - Calvatia 1,804 1,229 1,293 - 8,883
18 - - 5,731 6,823 0,544 2,619
Pycnoporus
19 - Auricularia -0,036 0,380 0,219 - 1,516

Fonte: do autor.



40

Os extratos com FPS maior que seis foram os extratos 7 e 11 da fracéo
hexanica com valores de 8,88 e 7,07 FPS na concentracao de 0,2 mg/mL, entdo, a
concentracdo desses extratos foram reduzidas para 0,15 mg/mL e o ensaio foi
repetido exclusivamente com essas amostras 7 e 11 hexanicas, gerando os valores
de 6,68 e 5,14, respectivamente, demonstrando uma grande variagdo no FPS com
uma pequenavariacado de concentracdo, que apesar de ser inédita para os cogumelos
do género Amanita e Hypsizygus, indica uma fraca atividade fotoprotetora presente

nos extratos.

Quanto ao ensaio antiglicante, o extrato que apresentou maior valor de inibicao
da formacdo de AGE na concentracdo de 0,5 mg/mL foi o extrato 16 etandlico com
porcentagem de 13,5, seguido dos extratos 18 da decoccéo e 8 hexanico ambos com
11,4% de inibicdo. Os outros extratos que foram testados apresentaram valores
menores do que 10% de inibicdo da formacédo das AGEs, ndo sendo bons valores

para continuar prospectando moléculas com potencial antiglicante dos extratos.

2.3. Atividade Antixanthomonas

Os extratos inicialmente foram testados em concentracdo de 2000 ug/mL e
1000 ug/mL e os graficos com as porcentagens de inibigcdo celular de cada composto
das fracBes hexanica, acética e alcodlica nessas concentracdes pode ser observada
nas figuras 3, 4 e 5 abaixo:
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Figura 3. Grafico de porcentagem de inibic&o celular dos extratos da fracdo hexanica

contra o isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: do autor.

Figura 4. Grafico de porcentagem de inibicdo celular dos extratos da fracdo acetato

de etila contra o isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: do autor.
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Figura 5. Grafico de porcentagem de inibicdo celular dos extratos da fracdo etandlica

contra o isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: do autor.

Os extratos que apresentaram uma melhor atividade antixanthomonas foram
0s numeros 8 e 18 da fracdo acética e também o 17 e 18 da fracao alcodlica com
porcentagens de inibicdo acima de 80% na concentracédo de 2000 ug/mL, entretanto
essa porcentagem de inibicdo cai para menos de 60% na concentracdo de 1000

ug/mL.

Nos extratos aquosos o0 destaque foi para a amostra 2 da infusdo com
porcentagens de inibic&do celular acima de 80% para ambas as concentracdes de 2000
ug/mL e 1000 ug/mL, entretanto, todas as outras amostras de extratos aquosos tanto
da infusdo quanto da decoccéo apresentacao porcentagens de inibicdo celular abaixo

de 50% nas concentracdes testadas, como pode ser observado pelas figuras 6 e 7.
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Figura 6. Grafico de porcentagem de inibicdo celular dos extratos da fracao infusao

contra o isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: do autor.

Figura 7. Grafico de porcentagem de inibi¢cao celular dos extratos da fracéo decocc¢ao
contra o isolado 306 de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: do autor.

Todos os extratos também foram testados nas concentracdes de 100 ug/mL e
50 ug/mL e foram plotados graficos de inibi¢cao celular dos compostos na concentracao
de 100 ug/mL que podem ser observados abaixo nas figuras 8 e 9.
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Figura 8. Graficos de % de inibicdo celular dos extratos hexanicos a esquerda e

acéticos a direita.
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Fonte: do autor.

Figura 9. Graficos de % de inibicdo celular dos extratos etandlicos a esquerda e

infusos a direita.
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Fonte: do autor.

Na concentracdo de 100 ug/mL, que pode ser observada nos graficos acima,
nenhum dos extratos testados apresentou porcentagens de inibicdo celular acima de
40% e os extratos ndo possuiram capacidade de inibir o crescimento da Xanthomonas
citri subsp. citri, ndo sendo boas fontes de compostos com bioatividade contra este

patogeno.
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2.4. Atividade antiviral e citotoxica

A atividade antiviral e citotoxica e antiviral foram medidas em uma mesma
placa, na qual na coluna da esquerda continha apenas as células Vero e os extratos

e na coluna adjascente a direita possuia também a presenta do Mayaro virus.

A leitura das placas permitiu os calculos da porcentagem de viabilidade celular
das células presentes nos extratos e também a porcentagem de protecao celular que
0s extratos forneceram as células contra o Mayaro virus, e 0s extratos que
apresentaram uma porcentagem de protecao celular acima de 40% tiveram um gréfico
plotado na forma de barras, na qual a esquerda tém-se a porcentagem de protecao
viral pelos extratos e mais a direita ttm-se a porcentagem de viabilidade celular das
células em presenca dos extratos, relacionando a citotoxicidade das amostras, como

observado nas figuras 10, 11, 12, 13 e 14.

Figura 10. Grafico de protecdo viral e citotoxicidade do composto 18 hexanico a

esquerda e foto da placa a direita.
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Fonte: do autor.
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Figura 11. Grafico de protecdo viral e citotoxicidade do composto 4 e 12 acético.

4 ACE

100
50
0- i
cc

IC50

Fonte: do autor.

100
CcC ]

1000
500
250
125
62,5
31,25
15,625
7,8125

50

0-]

IC50

12 ACE

cc
1000
500
250
125
62,5
31,25
15,625
7,8125

oopoDoOoDOOn

cC

Figura 12. Grafico de protecéao viral e citotoxicidade do composto 16 e 18 acético.
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Figura 13. Grafico de protecao viral e citotoxicidade do composto 3 etandlico.
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Figura 14. Grafico de protecédo viral e citotoxicidade do composto 11 acetato
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Fonte: do autor.

De todos os extratos analisados, as fracdes que obtiveram maiores percentuais
de protecdo celular ao Mayaro virus foi a fracdo acetato e também tiveram 2
compostos com porcentagens de protecdo superiores a 40%, um dos extratos

hexanicos e outra dos extratos etandlicos.

O Unico extrato hexanico com atividade protetora foi o extrato nimero 18 que
apresentou taxa de protecéo celular de 44% a 125 ug/mL e zero toxicidade celular na

mesma concentracao.

Quanto aos extratos acéticos, o extrato 04 apresentou protecédo celular de 65%,
e viabilidade celular de 70% na concentracao de 250 ug/mL. O extrato 12 apresentou
uma taxa de protecao celular de 63% e 85% de viabilidade celular em 125 ug/mL. J&
0 extrato 16 teve valores de 44.5% para protecao viral e 60% de viabilidade em 250
ug/mL e o extrato 18 obteve percentuais de 42.6% e 63.5% para protecéo viral e

viabilidade celular, respectivamente.

Por fim, o Unico extrato etandlico que apresentou valores superior a 40% foi o
extrato 3 etandlico com valores de protecédo viral de 48.6% e viabilidade celular de

41% na concentracado de 500 ug/mL.

Todos os extratos analisados que apresentaram atividade biolégica antiviral

estdo resumidos na tabela 8 abaixo:



Tabela 8. Resumo dos resultados de screening antiviral
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Cogumelo — n° de amostra

Extrato

Resultados

Hypsizygus tessulatus — 11

Ganoderma lucidum — 12

Pleurotus sp. — 04

Pycnoporus sanguineus — 18

Acetato

Acetato

Acetato

Hexéanico

Protecéo celular 24% e 79% de
viabilidade a 7,8 ug/mL

Protecéo celular 63% e 85% de
viabilidade a 125 ug/mL

Protecéo celular 65% e 70% de
viabilidade a 250 ug/mL

Protecéo celular 44% e zero

toxicidade a 125 ug/mL

Fonte: do autor
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3. Conclusao

O processo de extracdo sequencialmente se demonstrou eficiente na extracao
dos compostos quimicos presentes nos cogumelos, com diferentes rendimentos para
cada fracdo e valores superiores em extratos que foram utilizados solventes mais
polares, demonstrando um carater mais polar da maior parte das moléculas presentes

nos cogumelos.

Os extratos ndo demonstraram boas atividades antioxidantes, ao contrario de
trabalhos anteriores disponiveis na literatura, sendo assim, suspeita-se que o tempo
de secagem dos extratos sob constante fluxo de oxigénio possa ter degradado

moléculas com atividade antioxidante presente nas amostras.

As atividades antiglicantes também ndo foram satisfatorias, obtendo

percentuais de inibicdo da formacao de AGEs inferiores a 15%.

Quanto a atividade fotoprotetora o destaque foi para extrato do cogumelo

Amanita muscaria que apresentou FPS superior a 6 em 0,15 mg/mL.

A atividade antixanthomonas também apresentou valores de inibigdo
superiores a 80% em concentracbes acima de 1000 ug/mL, entretanto, na
concentracdo de 100 ug/mL os valores de inibicdo foram abaixo de 40%,
demonstrando que a atividade bactericida esta apenas presente em concentracées

muito elevadas, sendo uma fraca atividade biologica.

Os testes antivirais e citotoxicos demonstraram que moléculas com potencial
atividade antiviral estdo presentes majoritariamente na fracdo de acetato de etila, com
0S extratos 04 acetato com taxas de 65% de protecdo 70% de viabilidade celular a
250 ug/mL, extrato 11 acetato com 24% de protecéo e 79,8% de viabilidade celular a
7,8 ug/mL e o extrato 12 acetato com 63% e 85% de protecédo e citotoxicidade,

respectivamente, na concentracdo de 125 ug/mL.

O Unico extrato da fracdo hexanica que apresentou atividade antiviral foi o
extrato 18 com protecéo celular de 44% e viabilidade celular de 100% na concentracao
de 125 ug/mL.



50

Outros experimentos estdo sendo realizados para o melhor entendimento das
amostras 11 acetato e 12 acetato em relacéo a atividade antiviral, como a autenticacao
das amostras utilizando técnicas de extracdo de DNA, PCR e Barcoding para
identificacdo molecular dos macrofungos que foram utilizados como fonte dos
produtos naturais, aprofundamento nos ensaios bioldgicos antivirais contra Mayaro
Virus para compreender em qual fase da infeccdo viral os extratos apresentam
protecdo celular, como também andlises quimicas utilizando a técnica de
cromatografia liquida acoplada com espectrobmetro de massas LCMS/MS para
descrever os constituintes quimicos e identificar os compostos bioativos por meio de

analises de rede de moléculas.
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