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RESUMO

SANTOS FILHO, J. R., 2024. CARACTERIZACAO QUIMICA, ATIVIDADE BIOLOGICA E
APLICACOES DE METABOLITOS NATURAIS OBTIDOS DOS COGUMELOS Lentinus crinitus e
Ganoderma stipitatum. Tese de Doutorado, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual de Maringa. 188 p.

Os cogumelos sdo utilizados para fins alimentares e medicinais ha milhares de anos e sua atividade
medicinal tem sido atribuida a numerosos metabolitos bioativos presentes no micélio vegetativo, mas
principalmente nos basidiocarpos. Os efeitos bioldgicos dos cogumelos variam dependendo das
espécies fungicas e da natureza quimica dos metabdlitos. O basidiomiceto Lentinus crinitus (L.) Fr é
um fungo nativo brasileiro de ocorréncia pantropical, que produz corpos de frutificacdo comestiveis
com aplica¢Ges medicinais, nutricionais e biotecnoldgicas. Ganoderma stipitatum é um cogumelo que
pertence a familia Ganodermataceae, com distribuicdo em paises como Brasil, Peru, Bolivia, Venezuela
e India. Os objetivos do trabalho foram: Realizar o perfil e a caracterizacio de diferentes classes de
compostos bioativos e avaliar o potencial biolégico dos cogumelos de L. crinitus e G. stipitatum. Os
extratos foram obtidos por maceragdes dos basidiocarpos, para obtencdo de extratos lipidicos
(Cloroformio:metanol:isopropanol), para compostos hidrofilicos (Metanol; parti¢do liquido-liquido),
por Brigh e Dyer (acidos graxos), e extraces sequenciais em autoclave e sob refluxo para obtencdo de
polissarideos. As amostras foram analisadas quimicamente por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
para caracterizagdo dos polissacarideos e da composi¢do monossacaridica; por Ultra-high-Performance
Liquid Chromatography coupled with Electrospray lonization and Quadrupole Time-of-Flight Tandem
Mass Spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS) para determinacdo do perfil putativo dos compostos
hidrofilicos e por Cromatografia em fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM) e
lonizacdo de Chama (DIC), para analise dos lipidios. Também foi realizada a analise de composi¢do
centesimal e a avaliacdo da atividade antileishmania contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis, antiproliferativa contra linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) e de
figado (HepG2/C3A) e prebidtica contra cepas de Lactobacillus e Bacillus coagulans. A analise da
composicdo centesimal revelou o predominio de carboidratos e proteinas em ambos cogumelos. A
caracterizacao dos acidos graxos por CG e RMN, demonstrou uma grande quantidade de acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), com a predominancia do &cido graxo essencial linoleico (w6) em ambos o0s
cogumelos avaliados. Nas analises por UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS, em relagdo ao cogumelo L.
crinitus, foram identificados aminoécidos, cromononas e compostos serquiterpénicos, mas
principalmente compostos fendlicos e acidos organicos. Ja para G. stipitatum, foram identificados
varios compostos triterpénicos e fenolicos, bem como &cidos organicos. Através da analise de RMN
foram identificadas B-glucanas de cadeia principal com ligagdes B-1—3 e com ramificacBes do tipo B-
1—6 em ambos os cogumelos. A analise da composi¢cdo monossacaridica demonstrou que a glicose € o
principal monossacarideo nos cogumelos estudados. Os extratos e frages lipidicas de L. crinitus
apresentaram atividade antiproliferativa contra as linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) e de
figado (HepG2/C3A), e antileismania contra as formas promastigostas e amastigotas de L. amazonensis,
e seus polissacarideos apresentaram atividade prebidtica. Os extratos, fragdes lipidicas e hidrofilicas de
G. stipitatum apresentaram atividade antileishmania contra ambas as formas de L. amazonensis.
Conclui-se que, os extratos e fraces de L. crinitus e G. stipitatum s&o alternativas promissoras para
obtencdo de compostos bioativos com atividades antileishmania, antiproliferativa e prebiotica, além de
serem valiosos do ponto de vista nutricional.

Palavras-chave: Compostos bioativos, compostos fendlicos, &cidos graxos, polissacarideos, atividade
bioldgica.
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ABSTRACT

SANTOS FILHO, J. R., 2024. CHEMICAL CHARACTERIZATION, BIOLOGICAL ACTIVITY
AND APPLICATIONS OF NATURAL METABOLITES OBTAINED FROM THE MUSHROOMS
Lentinus crinitus and Ganoderma stipitatum. Ph.D. Thesis, Graduate Program in Pharmaceutical
Sciences, State University of Maringa. 188 p.

Mushrooms have been used for food and medicinal purposes for thousands of years, and their
medicinal activity has been attributed to numerous bioactive metabolites present in the vegetative
mycelium, but mainly in the basidiocarps. The biological effects of mushrooms vary depending on
the fungal species and the chemical nature of the metabolites they contain. The basidiomycete
Lentinus crinitus (L.) Fr is a native Brazilian fungus of pantropical occurrence, which produces edible
fruiting bodies with medicinal, nutritional, and biotechnological applications. Ganoderma stipitatum
is a mushroom belonging to the Ganodermataceae family, distributed in countries such as Brazil, Peru,
Bolivia, Venezuela, and India. The objectives of the work were: To carry out the profile and
characterization of different classes of bioactive compounds and evaluate the biological potential of
the mushrooms of L. crinitus and G. stipitatum. The extracts were obtained by maceration of the
basidiocarps, to obtain lipid extracts (Chloroform:methanol:isopropanol), for hydrophilic compounds
(Methanol; liquid liquid partition), by Brigh and Dyer (fatty acids), and sequential extractions under
reflux to obtain polysaccharides. The samples were chemically analyzed by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), to characterize the polysaccharides and monosaccharide composition by Ultra-
high-Performance Liquid Chromatography coupled with Electrospray lonization and Quadrupole
Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS) to determine the putative
profile of hydrophilic compounds and, by Gas Chromatography (GC) coupled to Mass Spectrometry
(MS) and Flame lonization (FID), for lipid analysis. Proximate composition analysis and evaluation
of antileishmanial activity against promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis,
antiproliferative activity against breast cancer cell lines (MCF-7) and liver cancer (HepG2/C3A) and
prebiotic against strains of Lactobacillus and Bacillus coagulans. The proximate composition analysis
revealed the predominance of carbohydrates and proteins in both mushrooms. The characterization of
fatty acids by gas GC and NMR demonstrated a significant a amount of polyunsaturated fatty acids
(PUFAS), with the predominance of the essential fatty acid linoleic acid (®6) in both mushrooms
evaluated. In analyzes by UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS, concerning to the L. crinitus mushroom,
amino acids, chromones, and sesquiterpene compounds were identified, but mainly phenolic
compounds and organic acids. For G. stipitatum, several triterpene, phenolic compounds, and organic
acids were identified. Through NMR analysis, B-glucans with a main chain with B-1—3 bonds and a
branched chain with glucose units with a B-1—6 bond were identified in both mushrooms. T the
monosaccharide composition demonstrated that glucose is the main monosaccharide in the
mushrooms studied. The extracts and lipid fractions of L. crinitus showed antiproliferative activity
against breast (MCF-7) and liver (HepG2/C3A) cancer cell lines and antileismania against the
promastigote and amastigote forms of L. amazonensis, and its polysaccharides showed prebiotic
activity. The extracts, lipid, and hydrophilic fractions of G. stipitatum showed antileishmanial activity
against both forms of L. amazonensis. It is concluded that extracts and fractions of L. crinitus and G.
stipitatum are promising alternatives for obtaining bioactive compounds with antileishmanial,
antiproliferative, and prebiotic activities, in addition to being valuable from a nutritional point of
view.

Keywords: Bioactive compounds, phenolic compounds, fatty acids, polysaccharides, biological
activity.
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INTRODUCAO

Antropologicamente, os cogumelos fazem parte da dieta humana desde o tempo em que
grupos humanos eram cacadores e coletores de alimentos, de acordo com a cronologia da
evolucdo cultural (WANI, 2010). Estima-se que a domesticagdo de cogumelos silvestres tenha
se iniciado na China em 600 a. C. com o cogumelo Auricularia auricula em toras, e que 0
cultivo em substrato composto se iniciou na Franca em meados de 1600 (MILES; CHANG,
2004). Utilizados desde a antiguidade como fonte de alimento, os fungos sdo considerados
atualmente como um dos maiores produtores de metabolitos com atuacdo na prevencgdo e cura
de vérias doencas (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2012).

O uso de cogumelos expandiu-se amplamente e tem despertado o interesse da area
cientifica, ndo sé como alimento, mas também na area de produtos farmacéuticos, nutracéuticos
e cosmecéuticos devido a seus efeitos benéficos sobre a saude humana (FERREIRA et al., 2010,
WANG et al., 2016). A presenca de compostos bioativos especificos torna esses cogumelos
valiosos terapeuticamente, apresentando atividades desde o fortalecimento do sistema
imunoldgico até a cura e prevencdo de doencas que ameacam a vida (WASSER; WEIS, 1999;
WASSER, 2014).

Entre os cogumelos, Lentinus crinitus (L.) Fr. é um basidiomiceto comestivel
(Polyporaceae), com aplicacBes medicinais, nutricionais e biotecnologicas (NIEBISCH et al.,
2010). Apresenta distribuicdo pantropical e neotropical (SILVA; GIBERTONI, 2006),
ocorrendo principalmente no Brasil (GROPOSO; LOGUERCIO-LEITE, 2005; GOMES-
SILVA; GIBERTONI, 2009).

Os cogumelos pertencentes ao género Ganoderma P. Karst. (Ganodermataceae,
Polyporales), podem ser considerados 0s que apresentam registros mais antigos para uso
medicinal, sendo usados por asiaticos, principalmente pelos chineses, hd mais de 2000 anos
(CHANG; BUSWELL, 1996). Segundo Zjawiony (2004), muitos autores consideram os fungos
Polyporales como uma das principais fontes de produtos naturais farmacologicamente ativos.

O uso medicinal de espécies de Ganoderma € muito antigo e extremamente
representativo na Asia, mas devido a sua textura e sabor, varias espécies do género ndo sdo
consideradas comestiveis, mas sdo usadas na forma de decoctos, concentrados, licores ou em
po, usados em tdnicos, tinturas, chas, sopas e formulas a base de plantas (SMITH; ROWAN;
SULLIVAN, 2002).

A experiéncia no uso etnomedicinal de cogumelos, a necessidade ecoldgica para que 0s

fungos produzam metabdlitos secundarios bioativos e as possibilidades de melhoramento
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genético, andlises quimicas e farmacoldgicas, € suposto que os cogumelos tenham um grande
potencial a ser investigado por bioprospeccdo (LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH,
2005). O interesse pelos compostos bioativos de origem natural tem crescido nas ultimas duas
décadas, de acordo com a eficécia de tais compostos contra varias doencas (DALETOS et al.,
2018).

OBJETIVOS GERAIS

Capitulo 1. Realizar um levantamento bibliografico aprofundado sobre a espécie Lentinus
crinitus nos principais bancos de dados (ScienceDirect, Google Académico, PubMed, Scielo,
Scifinder, MEDLINE, LILACS).

Capitulo 2. Caracterizacdo quimica, atividade bioldgica e aplicaces de metabolitos naturais
obtidos de Lentinus crinitus

Capitulo 3. Caracterizacdo quimica e atividade bioldgica de metabdlitos naturais obtidos do
cogumelo Ganoderma stipitatum.
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CAPITULO 1

Lentinus crinitus: uso tradicional, micoquimico, atividades farmacoldgicas,
aplicagdes industriais e biotecnologicas

Biotecnologia

Acidos graxos / \
Polissacarideos

N ¢ Acidos fendlicos  Fitoquimica Industrial
5.\ Sesquiterpenos

A Cromanonas ‘

2;".‘.{ — \

F logi
Lentinus crinitus (L.) Fr. armacologia
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REVISAO DA LITERATURA
1.1 Caracteristicas de Lentinus crinitus

Lentinus crinitus (L.) Fr. foi descrito por Linnaeus e relatado e identificado por Friesé
em 1825. Possui varios sinbnimos e combinacgdes de nomes como Agaricus essequeboensis G.
Mey., Lentinus chaetoloma Fr., Lentinus crinitus var. denudatus Pilat, Lentinus crinitus var.
escamulo Pilat, Lentinus crinitus var. subcervinus (Berk. & MA Curtis) Pilat, Lentinus crinitus
var. subcrinitus Pilat, Lentinus crinitus var. subviloso Pilat, Lentinus essequeboensis (G. Mey)
Fr., Lentinus microloma Pat. & R. Heim, Lentinus rigidulus Berk. & MA Curtis, Lentinus
subcervino Berk. & MA Curtis, Lentinus wrightii Berk. & MA Curtis, Panus crinitus (L.)
Cantor, Panus wrightii Berk. & MA Curtis, Polyporus phyllostipes D. Kriiger e Agaricus
crinitus L. (ambiguo) (BANKI et al., 2022). Esta espécie pertence ao filo Basidiomycota, classe
Agaricomycetes, ordem Polyporales, familia Polyporaceae e género Lentinus. O nome Lentinus
¢ derivado do latim “lent” (flexivel) e “inus” (semelhante) (ARYA; RUSEVSKA, 2022), e 0
género contém 113 espécies (THE CATALOG OF LIFE PARTNERSHIP, 2022), ocorrendo
em todo o mundo, enguanto nove espécies sdo encontradas distribuidas pelo Brasil.

Embora usados como sindbnimos, os géneros Lentinus e Panus diferem na classificacéo
boténica quanto ao sistema de hifas dimiticas, com hifas esqueleto-ligante para Lentinus spp. e
hifas esqueléticas para Panus spp., conexdes de fixacdo de hifas para Lentinus spp. e auséncia
destes para Panus spp., e pleurocistidios ausentes para Lentinus spp. e presentes (gloeocistidios
ou esclerocistidios) para Panus spp. (NJOUONKOU et al., 2013).

L. crinitus é um fungo da podridao branca e a principal caracteristica do basidiocarpo
(corpo de frutificacdo) € um pileo com 2,5-7,5 cm de largura, forma convexa com centro
deprimido a funil, margem geralmente voltada para baixo, superficie seca coberta por pelos
palidos radiantes densos ( marrom amarelado a marrom avermelhado escuro), sedoso no centro,
e a superficie do pileo abaixo dos pelos € esbranquicada quando jovem, tornando-se marrom
amarelado palido com a idade (Figura 1A) (BESSETTE et al., 2021; ELLIOTT,;
STEPHENSON, 2018) .
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Figura 1. Representacdo das estruturas do micélio reprodutor de L. crinitus; A) Corpo de frutificacdo; B)
Basididsporos; C) Sistema de hifas generativas e esqueleto-ligadoras. Fonte: O autor, 2023.

Anexado ao pileo estd um estipe de 2,0 a 4,0 cm de comprimento e 2,0 a 6,0 mm de
espessura, geralmente com um pequeno bulbo na base. O estipe ndo é oco, tem textura coriacea,
superficie ligeiramente rugosa e é colorido como o pileo, mas geralmente mais claro (Figura
1A). Além disso, possui basidiosporos brancos de 5,5-8,0 x 1,8-3,0 um, arredondados, lisos,
ndo amil6ides (Figura 1B) e um sistema de hifas monomiticas, com grampos de conexao
presentes, generativas e ligadoras de esqueleto (Figura 1C) (BESSETTE et al., 2019;
BESSETTE et al., 2021).

O basidiomiceto saprofitico L. crinitus tem ocorréncia pantropical, estando distribuido
em 27 paises. Na América do Sul: Brasil (CARLOS JR; WELCH, 2018), Colémbia (LOPEZ-
LEGARDA et al., 2020), Peru (UIO , 2022), Equador, Venezuela (RAMIREZ et al., 2021),
Guiana Francesa (SCHIMANN et al., 2019), Guiana (ORRELL; HOLLOWELL, 2020) e
Argentina (GRANT et al., 2021); na América do Norte: Estados Unidos e México (BESSETTE
et al., 2019; SINGH et al., 2021); na América Central: Republica Dominicana, Belize
(TENNESSEE, 2022), Costa Rica (DUKE, 2021), Bahamas, Jamaica, Cuba, Haiti (RAMIREZ
et al., 2022), Martinica, Guatemala, Panamé, Honduras, Nicaragua, Trinidad e Tobago e llhas
Cayman (GRANT et al., 2021); na Africa: Congo (BR, 2022) e Etidpia (ABATE; ABRAHAM,
1994); e na Asia: Filipinas (GRANT et al., 2021) (Figura 2A).

No Brasil, a ocorréncia de L. crinitus ocorre nas regides Norte (Amapa, Amazonas, Para
e Ronddnia), Nordeste (Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe),

Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo e Sdo Paulo) e Sul
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(Parand e Santa Catarina), abrangendo quatro biomas (Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pantanal) (Figura 2B) (REFLORA, 2022). Eles se desenvolvem naturalmente ao longo do ano,
e estdo espalhados em grupos ou aglomerados em troncos de arvores (decompositor de madeira)
e folhas largas em decomposicdo expostas ao sol e ao solo da floresta (ELLIOTT;
STEPHENSON, 2018).
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Figura 2. Distribuicdo geografica do cogumelo L. crinitus: A) Mundial (27 paises); e B) Brasil (5 regifes
brasileiras). Fonte: O autor, 2023.

1.2.  Valor nutricional

Os cogumelos possuem grande valor nutricional, pois sdo ricos em proteinas e pobres
em gordura, e possuem um teor significativo de aminoacidos e fibras essenciais, além de serem
fonte de vitaminas (B1, B2, B12,C, D e E) (MATTILA et al., 2001; HELENO et al., 2010). De
acordo com Sharma e Atri (2014), Lentinus spp. tém grande potencial para desenvolvimento
industrial como produtos nutracéuticos, porgque os espécimes selvagens geralmente possuem
aminoacidos, acidos graxos poli-insaturados, compostos fendlicos e polissacarideos.

Machado et al. (2016) avaliaram a composic¢éo nutricional do basidiocarpo de L. crinitus
cultivado em substrato a base de exocarpo de Theobroma grandiflorum e relataram um
conteddo variando de 10,9 a 11,8% de umidade, 25,9 a 27,0% de proteina, 3,3 a 4,5% de
gordura, 4,9 % de cinzas, 41,1 a 53,5% de carboidratos, 6,3 a 11,3% de fibra, 4,6 a 6,3% de
nitrogénio e um contetdo energético de 314,14 a 324,33 kcal/100 g. Para o basidiocarpo de L.

crinitus cultivado em bagaco de cana e casca de arroz o teor foi de 13% de proteina, 0,5% de
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gordura, 4,2% de cinzas, 82,4% de carboidratos e valor energético de 385,4 kcal/100 g
(BERTELI et al., 2021a).

O basidiocarpo de L. crinitus selvagem coletado no bioma Cerrado brasileiro foi relatado
como tendo 61% de umidade, 14% de proteina, 1,5% de gordura, 26% de fibra e 3,4% de
minerais (SILVA NETO et al., 2019). Bertéli et al. (2022) analisaram o pileo e o estipe de L.
crinitus cultivados em bagaco de cana e casca de arroz, e relataram os valores respectivos de
14,4 e 9,5% de proteinas, 0,5% de gordura, 4,2 e 2,6% de cinzas e 80,8 e 87,3% de carboidratos,
com valores energéticos de 385,5 e 392,15 kcal/100 g.

1.3 Biocompostos e bioatividades

Figueiredo e Silva (2014) relataram atividade antifingica do extrato hidroetandlico de
L. crinitus contra Fusarium sp. com 92% de inibicdo da esporulacdo de conidios e 25% de
inibicdo de esclerodios (aglomerados de hifas). Segundo Abate e Abraham (1994), dois
compostos isolados do extrato de acetato de etila de L. crinitus, 1-desoxihipnofilina (1) e 6,7-
epoxi-4(15)-hirsuteno-5-ol (3), exibiram atividade antimicrobiana contra 11 espécies de
microrganismos, com maior atividade contra Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Mucor
rouxii.

Segundo Bertéli et al. (2021a), o extrato de basidiocarpos inteiros de L. crinitus
apresentou atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Penicillium ochrochloron, Aspergillus ochraceus e Trichoderma viride. Os valores de
concentracdo inibitoéria minima (CIM) para o extrato variaram de 0,12 a 0,49 mg/mL e as
concentragdes bactericidas minimas (CBM) variaram de 0,24 a 0,60 mg/mL contra bactérias,
enquanto contra fungos, os valores de CIM variaram de 0,03 a 0,49 mg/mL e as concentragdes
minimas de fungicidas (CFM) variaram de 0,06 a 0,60 mg/mL. No geral, o extrato de
basidiocarpo apresentou atividade bacteriostatica e bactericida contra todas as bactérias
estudadas com melhores valores de CIM e CBM do que a maioria dos controles, bem como
atividade fungistatica e fungicida contra todos os fungos testados, com melhores valores de
CIM e CFM do que a maioria dos controles. Portanto, o extrato de basidiocarpo de L. crinitus
tem potencial de utilizagdo para o controle de microrganismos importantes na alimentacéo e
salde.

Na sequéncia, Bertéli et al. (2021b) prepararam extratos de pileo e estipe de
basidiocarpo de L. crinitus e os testaram contra microrganismos (fungos e bactérias) associados

a deterioracdo de alimentos. Os extratos hidrometandlicos de pileo e estipe demonstraram efeito
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bacteriostatico, com valores de CIM de 0,20 a 0,40 mg/mL (pileus) e de 0,12 a 0,40 mg/mL
(estipe), com maior efeito observado contra Pseudomonas aeruginosa e S. enterica. Um efeito
fungistatico também foi relatado; os valores de MIC para o pileo e estipe variaram de 0,03 a
0,50 mg/mL, sendo A. niger e Trichoderma virens 0s mais suscetiveis.

Segundo Bertéli et al. (2022), extratos do pileo e estipe do basidiocarpo de L. crinitus
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias como Escherichia coli, L.
monocytogenes, Micrococcus luteus, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. enterica,
Bacillus cereus, e Enterobacter cloacae; e fungos como Aspergillus fumigatus, A. niger,
Aspergillus versicolor, P. ochrochloron, Talaromyces funiculoso, e T. virens, e dois fungos
isolados de alimentos, A. ochraceus e Penicillium aurantiogriseum. Os extratos do pileo e estipe
apresentaram atividade bacteriostatica e bactericida contra todas as bactérias avaliadas, com
valores de MIC variando de 0,20 a 0,40 mg/mL (pileus) e de 0,12 a 0,40 mg/mL (estipe), e
valores de MBC variando de 0,40 a 0,50 mg/ mL para ambos os extratos. Contra os fungos, 0s
extratos de pileo e estipe apresentaram atividade fungistatica e fungicida, com valores de MIC
variando de 0,03 a 0,50 mg/mL e valores de MFC variando de 0,06 a 0,60 mg/mL.

O cultivo de L. crinitus U9-1 sob luzes verde e vermelha aumentou a concentracdo dos
acidos benzobico (950 ug/g) e galico (85,2 pg/g), respectivamente, nos extratos hidroalcodlicos.
A biomassa micelial cultivada sob luz vermelha apresentou maior atividade antioxidante nos
ensaios DPPH (metade da concentracao inibitéria méaxima, 1Cso de 76,7 mg/mL) e FRAP (IC 5o
de 23,0 mg/mL). Além disso, 0s resultados do ensaio de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoléico
(BCLA) indicaram que a atividade antioxidante dos extratos foi afetada pelo cultivo com luz.
A biomassa micelial cultivada em todas as condic¢Ges exibiu atividades antibacteriana (valores
de CIM variando de 0,5 a 4 mg/mL) e antifangica (0,5 a 1 mg/mL) (HALABURA et al., 2023).

Bertéli et al. (2021b) verificaram que a atividade antioxidante dos extratos de
basidiocarpo piloso e estipe, avaliada pelo método DPPH, foi de 99,1 mg/mL e 197 mg/mL,
respectivamente. Esses resultados indicam que ambos 0s extratos possuem propriedades
antioxidantes, embora com maior poténcia observada no extrato de pileo em relacdo ao extrato
de estipe. Usando o método pelo radical FRAP, os autores demonstraram que o extrato de pileo
exibiu uma atividade antioxidante 3,4 vezes maior (ICso de 35,1 mg/mL) em comparagdo com
o composto de controle Trolox (analogo solivel em agua da vitamina E), enquanto o extrato de
estipe apresentou uma atividade antioxidante 2,5 vezes maior (ICso de 26,1 mg/mL) do que o
Trolox. Essas descobertas sugerem que os extratos de pileo e estipe possuem um potencial

antioxidante substancial.
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Além disso, foram avaliados os efeitos protetores dos extratos na oxidagdo do -
caroteno. Na concentracdo de 100 mg/mL, os extratos de pileo e estipe protegeram 56% e 42%
do B-caroteno da oxidacdo, respectivamente, enfatizando ainda mais suas propriedades
antioxidantes. Essa atividade observada nos extratos do basidiocarpo piloso e estipe,
determinadas pelos ensaios FRAP e BCLA, foram comparaveis as exibidas por antioxidantes
naturais, acidos fendlicos e acidos polares orgénicos, presentes em L. crinitus, bem como o
tocoferol, sugerindo seu potencial como fonte natural de antioxidantes (BERTELI et al.,
2021b).

Segundo Fonseca et al. (2021), o extrato metandlico de L. crinitus apresentou efeito
atdxico no teste de ecotoxicidade contra Artemia salina, com dose letal mediana (DLso) >1000
pg /mL em 24 h. Por simulagdes in silico de docking molecular, os autores também sugeriram
que o extrato poderia inibir o virus Zika. Além disso, os autores relataram atividade antioxidante
de 62,4%, avaliada pelo ensaio DPPH. Segundo Umeo et al. (2015), o exopolissacarideo
extraido do basidiocarpo de L. crinitus também apresentou atividade antioxidante contra o
radical DPPH, com 5,8 £+ 0,2% de quercetina/mg de exopolissacarideo.

Polissacarideos isolados de basidiocarpos de L. crinitus coletados em floresta tropical
apresentaram atividade antiproliferativa em células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-
231), com valores de IC 5o superiores a 200 ug /mL. Além disso, esses polissacarideos poderiam
ativar macréfagos J774, conforme determinado por um aumento na producédo de éxido nitrico
e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), que sdo indutores de apoptose de células tumorais, apos
o0 tratamento. Os autores levantam a hipétese de que os compostos poderiam ativar a resposta
inata levando a uma melhor atividade antitumoral in vivo (LOPEZ-LEGARDA et al., 2020).
Neste trabalho, foi confirmada a presenca de o e B-glucanas nos extratos de L. crinitus, sendo
que quase 10% dos polissacarideos extraidos de L. crinitus eram glucanos, sendo 90% deles p-
glucanos.

De acordo com Erkel et al. (1996), o composto panepoxidona (8) isolado do extrato de
acetato de etila da cepa 9325 de L. crinitus inibiu 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e
TNFa, e o fator nuclear kappa 3 mediado pelo acido okadaico (OA) (NF- k B) em células COS-
7 eHelLa S3 com IC sode 1,5-2 pg/mL. A panepoxidona inibiu a ativagdo do NF- x B impedindo
a fosforilagao do IkB proteina, interrompendo assim a via de sinalizagao.

A biossintese de nanoparticulas de prata com extrato aquoso de L. crinitus demonstrou
acao antimicrobiana contra Candida tropicalis (CIM de 1,88 pg/mL), C. albicans (CIM de
30,09 ug/mL) e E. coli e S. aureus (CIM de 7,52 ug/mL). Para os autores, L. crinitus constitui
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um biorrecurso promissor para a sintese bioldgica de nanoparticulas de prata com propriedades
antimicrobianas relevantes (MAGALHAES et al., 2022).

Segundo Flérez-Sampedro et al. (2016), o extrato enziméatico em lacase de Lentinus sp.
inibiu a replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1; células U373-MAGI) em
86,4% a uma concentracao de 2466 U/L e o indice de seletividade (SI) foi de 8,3, demonstrando
a potencial atividade anti-HIV e possivel exploracdo de uma terapia alternativa contra a
infeccdo pelo HIV-1.

No estudo de Bertéli et al. (2021a), foram quantificados os agucares, acidos organicos e
acidos fenolicos em L. crinitus, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 1. Os autores
verificaram que o agUcar soluvel predominante nos basidiocarpos de L. crinitus era a trealose,
responsavel por aproximadamente 80% do conteddo total. A sacarose constituiu
aproximadamente 16% dos acUcares sollveis, enquanto o0 manitol representou
aproximadamente 4%. Dentre os acidos orgéanicos analisados, o acido malico foi o mais
abundante, respondendo por aproximadamente 84% do teor total de &cidos organicos. Isto foi
seguido por acido oxalico em aproximadamente 15% e acido fumarico em menos de 1%. O
principal &cidos fenolico identificado foi o acido p-hidroxibenzdico e um precursor complexo
de compostos fendlicos denominado acido cindmico.

Em outro estudo realizado por Bertéli et al. (2021b), foi feita uma comparagéo entre os
acidos organicos e os agucares sollveis presentes no pileo e estipe de L. crinitus. Verificou-se
que o pileo contém niveis mais elevados de acidos organicos em comparagdo com o estipe,
sendo os acidos malico e oxalico os predominantes. O acido malico era mais abundante no pileo
do que no estipe, enquanto o estipe continha pequenas quantidades de &cido oxalico. De fato, 0
acido malico representou 83% e 100% do total de acidos organicos no pileo e no estipe,
respectivamente. O estipe também exibiu maiores teores de acidos fendlicos em relacdo ao
pileo, sendo o acido p-hidroxibenzdico e o acido cindmico 0s componentes majoritarios.
Notavelmente, o &cido p-hidroxibenzoico constituiu quase 100% dos &cidos fendlicos tanto no
pileo quanto no estipe. O &cido cindmico, por outro lado, serve como precursor de outros
compostos fendlicos complexos e é conhecido por suas varias atividades biolégicas, incluindo
anticancerigena, antituberculose, antimalarica, antifungica, antibacteriana, antiaterosclerética e
antioxidante (BERTELI et al., 2021b)

Além disso, o estipe apresentou maiores teores de agucares soluveis totais em relacdo
ao pileo, principalmente devido & maior concentracdo de sacarose. No entanto, o estipe
apresentou niveis mais baixos de manitol em comparagdo com o pileo. A trealose representou

aproximadamente 88% e 82% do teor total de aclcares sollveis no pileo e no estipe,
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respectivamente. Vale ressaltar que o basidiocarpo L. crinitus, jA& consumido pelo povo

Yanomami, representa uma fonte potencial de trealose.

Tabela 1. Composicdo quimica dos aglcares, acidos organicos e acidos fenélicos de L. crinitus

BERTELI et al. (2021a) BERTELI et al. (2021b)
Compostos Basidiocarpo Pileo Estipe
Acucares (g por 100 g)
Manitol 0,18 0,18 0,08
Sacarose 0,73 0,26 0,69
Trealose 3,50 3.13 3.20
Acucares sollveis totais 4,40 3.57 3,97
Acidos organicos (mg por 100 g)
Acido oxalico 132 165 Tr
acido malico 730 801 137
Acido fumérico 0,03 0,04 Tr
Acidos organicos totais 863 966 137
Acidos fenélicos (ug por 100 g)
&cido p -hidroxibenzéico 724 537 791
acido cindmico 105,50 81.20 38.20
Acidos fenolicos totais 724 537 791

tr: tragos; g: gramas; mg: miligramas.

Em relacdo aos compostos lipofilicos presentes no basidiocarpo, observou-se que 0s
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) constituiram o grupo predominante, superando tanto 0s
acidos graxos saturados (AGS) quanto os acidos graxos monoinsaturados (AGMI) em
abundancia, conforme indicado na Tabela 2. Anélise de a fracdo lipidica levou a identificaco
de um total de 21 acidos graxos no basidiocarpo, sendo o acido linoleico o mais destacado,
respondendo por 66,4% da composicdo total. O acido palmitico seguiu com uma contribuicdo
de 11,2%, enquanto o 4cido oleico constituiu 9,8% do teor total de acidos graxos (BERTELI et
al., 2021a).

Bertéli et al. (2021b) mostraram que as fracdes lipidicas do pileo do basidiocarpo e
estipe exibiram composic¢des semelhantes, conforme determinado por analises de cromatografia
gasosa (GC), com um total de 21 &cidos graxos identificados. Dentre esses acidos graxos, 0s
AGPIs constituiram a classe predominante, respondendo por aproximadamente 63% do total,
seguidos pelos AGSs com aproximadamente 23% e os AGMIs com aproximadamente 14%.
Vale ressaltar que o pileo e o estipe apresentaram quantidades comparaveis de cada acido
lipofilico (Tabela 2).

Os compostos primarios encontrados tanto no pileo quanto no estipe eram da série C18,
incluindo &cido linoleico (~60%) e acido oleico (~13%), e da série C16, como o acido palmitico
(~13%). Além destes, o pileo e o estipe do basidiocarpo continham proporcdes significativas

de acidos graxos insaturados, como o0s acidos araquidico, eicosendico, cis-11,14-
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eicosadiengico, cis-11,14,17-eicosatriendico e heneicosandico, cada um representando

aproximadamente 0,2% da série C20. Além disso, também estava presente o acido behénico

(~2,5%) da série C22:0, que, apesar de estar presente em pequenas quantidades, tem

importancia como &cido graxo essencial (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo quimica dos &cidos graxos do L. crinitus em porcentagem relativa por Cromatografia

Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama (CG/DIC)

BERTELI et al. BERTELI et al.
(20214a) (2021b)

Acido graxo (%) Basidiocarpo Pileo Estipe
Acido capréico (C6:0) 0,116 0,264 0,317
Acido caprilico (C8:0) 0,143 0,317 0,189
Acido céprico (C10:0) 0,205 0,660 0,123
Acido laurico (C12:0) 0,390 0,546 0,463
Acido miristico (C14:0) 1.05 1.23 1.33
Acido pentadecandico (C15:0) 1.27 0,919 1,77
Acido palmitico (C16:0) 11.23 13.40 12.80
Acido palmitoleico (C16:1) 0,32 0,216 0,360
Acido heptadecantico (C17:0) 0,65 0,420 0,77
Acido estearico (C18:0) 2.38 2,94 2.23
Acido oleico (C18:1n-9) 9.8 135 12.65
Acido Linoleico (C18:2n-6) 66,4 59,9 61,80
a - Linolénico &cido (C18:3n-3) 1,80 2.04 1.20
Acido araquidico (C20:0) 0,253 0,244 0,197
eicosendico (C20:1) 0,072 0,297 0,118
cis -11,14-eicosadienoico (C20:2) 0,46 0,326 0,28
cis -11,14,17-eicosatriendico e acido heneicosandico (C20:3n-3 + C21:0) 0,55 0,271 0,51
Acido beénico (C22:0) 2.3 2.31 2.452
Acido ertcico (C22:1n-9) 0,082 0,053 0,058
Acido lignocérico (C24:0) 0,52 ND 0,393
Acidos graxos saturados totais (% dos acidos graxos totais) 20,5 23.23 23,0
Acidos graxos monoinsaturados totais (% dos acidos graxos totais) 10.29 14.3 13.18
Acidos graxos poli-insaturados totais (% dos acidos graxos totais) 69.2 62,5 63,74

ND: ndo detectado

Alguns metabdlitos ja foram identificados (1 — 49) nos extratos de L. crinitus e sdo

apresentados na Tabela 3.
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Metabdlitos Metodologia Estrutura quimica Referéncia
analitica
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Oxalico (24), mélico (25), fumarico (26), p- CLAE/PDA; CG/DIC BERTELI et al. (2021a)
hidroxibenzoéico (27), cindmico (28), caprdico (29), "O]j\w ""]/\lj\m "CT\/L. Q/\J\m
caprilico (30), caprico (31), laurico (32), miristico (33), % H Mo =

pentadecandico (34), palmitico (35), palmitoleico ( cra. oo o s oo

36), heptadecandico (37), estedrico (38), oleico (39), /\/\/\/\J\u /\/\/\/\/\j\Q
linoleico (40), a- linolénico (41), araquidico (42), N\j\on /\/\/\J\on H H
eicosenoico (43), cis -11,14-eicosadiendico (44), cis - e oo Catnis % 08

11,14,17-eicosatriendico (45), heneicosandico (46),

behénico (47), erdcico (48) e lignocérico (49) /\/\/\/\/\/\j\m \/\/\/\/\/\/\J\m /\/\/\/\/\/\/\/L,"

(33 (34} 35,
CreHntOz CisHsiOz Cushti:C;
\/W_W\/\J\ON \/\/\/\/\/\/\/\J\o" /\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\"
(38} 37 138
Crab0z Ci7M0; CuaHaCo
\NM/VV\J\DH /\/\/-\/_\/\/\/\.io,‘ — — s "
(39) 140) )
CraH0; Crahh0; M.
42 (43) 44)
CacHuy0; Carkinz CaHx0z
\/—\/-\/-\/V\/\/\/i\bN \/\/\/\/\/\/\/\/\/\J\m P T W P T e
45) (48) (an
CaHuCz CaHeO2 CrMeaO;
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1.4 Cultivo in vitro

Maior controle e otimizacdo da bioprodugdo de biomassa micelial fngica (micélio
vegetativo) e basidiocarpo (micélio reprodutivo) podem ser obtidos por meio de métodos
biotecnologicos, devido a padronizacdo da composi¢cdo do meio de cultura e das condicdes de
cultivo. Esses métodos superam as variagcbes ambientais experimentadas no cultivo in natura
de fungos (COLLA et al., 2020).

A biomassa de L. crinitus ja foi avaliada por meio de cultivo in vitro em diversas
condicdes. Abate e Abraham (1994) utilizaram pela primeira vez um sistema submerso em um
agitador rotativo a 150 rpm, cultivando L. crinitus em frascos contendo meio de cultura com
fonte de carbono de maltose e glicose (com adi¢cdo de micronutrientes e macronutrientes) por
um periodo de 14 dias, apresentando maior crescimento micelial. Posteriormente, foi testado
outro sistema com meio de cultura contendo manose e lactose, aléem de &cido citrico
monohidratado em pH 4,5 (ABRAHANR; ABATE, 1995). Niebisch et al. (2010) cultivaram a
cepa de L. crinitus IOC 4579 em placas de meio minimo sélido (SMM) contendo glicose e agar
bacterioldgico a um pH de 6,8 e a 28 £ 2 °C por 7 a 10 dias no escuro.

Meniqueti et al (2021) e Tavares et al. (2020) cultivaram L. crinitus em frascos conicos
com bagaco de cana-de-agclcar umedecido com solucdo nutritiva (contendo glicose e
micronutrientes) e solucdo de nitrogénio a 28 £ 1 °C por 21 dias no escuro. Valle et al. (2014)
cultivaram a cepa L. crinitus U9-1 em frascos contendo meio liquido constituido por uma fonte
de carbono glicose e uma solucdo de nitrogénio. O meio liquido foi inoculado com meio de
agar extrato de malte (ME) contendo micélios e incubado a 28 °C no escuro. Os resultados
mostraram um maior crescimento micelial.

Marim et al. (2018) realizaram a bioprodugdo de biomassa micelial de L. crinitus (U9-
1 e U15-9) em meio ME, com pH 5, 6 ou 7; e temperaturas de 22, 25, 28 ou 37 °C por 15 dias
sem agitacdo. O pH inicial afetou linearmente a producéo de biomassa micelial. Com relacéo a
temperatura, ocorreu aumento da biomassa micelial para U9-1 quando a temperatura aumentou
de 25 para 28 °C, enquanto para U15-9 a biomassa aumentou quando a temperatura aumentou
de 28 para 37 °C. Almeida et al. (2018), por outro lado, cultivou L. crinitus U9-1 em ME e &gar
incubado a 25 + 1 °C no escuro por 7 dias. Santana et al. (2018) utilizaram vinhaga de cana-de-
acucar com ureia e suplementada com sulfato de cobre e compostos aromaticos (guaiacol,
alcool veratrilico ou 2,5-xilidina) em seu protocolo de cultivo, depois incubados a 28 £ 1 °C no

escuro.
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Bertéli et al. (2021a), Bertéli et al. (2021b), e Bertéli et al. (2022) utilizaram bagaco de
cana-de-agucar de usina processadora e casca de arroz de engenho de arroz na proporcéao de 1:1
(volume:volume) para compor o substrato de cultivo para producéo de basidiocarpos L. crinitus
U9-1, e culturas incubadas a 25 + 1 °C no escuro por 7 dias.

Davilaet al. (2020) avaliaram o crescimento micelial de L. crinitus utilizando diferentes
agro-residuos nos meios de cultura (farelo, casca de laranja e casca de arroz em diferentes
combinacg6es). Os meios foram preparados com substrato e agar, pH 6, e esterilizados a 15 psi
e 121 °C por 20 min, em seguida, dispensados em placas de Petri estéreis. Em seguida, as placas
foram inoculadas com um disco de micélio de 5 mm e incubadas a 28 °C no escuro por 7 dias.

Araujo Conceicéo et al. (2017) cultivaram basidiocarpos da cepa L. crinitus CCMB 553
em meio de batata-dextrose agar suplementado com extrato de levedura, cevada e residuos
agroindustriais de mandioca. Matos Brito et al. (2019) cultivaram L. crinitus em mistura de
farelo de arroz e semente de tucuma por 15 dias a 25 °C. L. crinitus também foi cultivado
usando residuos de banana (MEJIA et al., 2005) e endocarpo de manga (VILLANUEVA et al.,
2020). Machado et al. (2016) cultivaram L. crinitus da linhagem THC 5 em exocarpo de
cupuacu (Theobroma grandiflorum) misturado com serapilheira ou farelo de arroz (Oryza
sativa) na proporcédo de 2:1 (massa:massa).

No estudo de Bertéli et al. (2021b), o micélio da linhagem L. crinitus U9-1, com
ramificacdo homogénea e sem setorizacdo, foi utilizado como indculo. Para a producdo de
cogumelos (basidiocarpo), o substrato de cultivo foi bagaco de cana e casca de arroz (1:1) e a
relacdo carbono-nitrogénio (C/N) foi de 48. O cultivo foi mantido a 28 °C até a completa
colonizagdo (30 dias), sem ventilagdo ambiente. A tampa da bolsa de cultura foi entdo aberta,
a temperatura ambiente reduzida para 18 °C por 24 h (choque térmico) e a ventilacdo foi
iniciada para reduzir o didxido de carbono, enquanto a umidade relativa foi mantida em 80%
durante todo o periodo de cultivo.

Bertéli et al. (2022) avaliaram o impacto das relacbes C/N e do teor de nitrogénio em
formulacGes de substratos de bagaco de cana e farelo de soja no crescimento micelial e na
producdo de cogumelos para a cepa L. crinitus U9-1 cultivada em estado solido. Segundo os
autores, crescimento micelial, producéo e nimero de cogumelos, eficiéncia e relacdo eficiéncia
biologica-tempo (BE/CT) de L. crinitus foram maiores quando cultivados em substrato com
1,2% de nitrogénio (relacdo C/N de 36,6), enquanto a massa do cogumelo permaneceu a mesma,
independentemente do teor de nitrogénio do substrato. A colonizag¢do do substrato durou 19

dias e a colheita do cogumelo ocorreu apés 17 dias, incluindo a formagéo do primoérdio. O teor
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de nitrogénio >1,8% (relagdo C/N <23,7) no substrato reduziu o crescimento micelial e inibiu

completamente a producgédo de cogumelos.

1.5.  Producédo de enzimas

O sistema enzimatico eficaz dos basidiomicetos da podriddo branca, que depende da
liberacdo de oxidases extracelulares como lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP), lignina
peroxidase (LiP) e peroxidases multifuncionais, &€ bem conhecido (ALMEIDA et al., 2018).

Fatores como pH, temperatura e composicao do meio sdo importantes para obtencéo de
enzimas com interesse industrial (ABIDI et al., 2011). A variagéo da relagdo C/N no meio de
cultivo, presenca de ions metélicos, aeracéo, entre outros fatores fisicos, também podem afetar
a producdo (JOO; CHANG, 2006).

Na tentativa de estimular a sintese de enzimas ligninoliticas, subprodutos agroindustriais
tém sido utilizados em cultivo fungico submerso durante o processo de producdo. Almeida et
al. (2018) cultivaram L. crinitus em meio liquido com casca de café ou polpa citrica como Unica
fonte de carbono, juntamente com uréia, relataram producéo de lacase, mas nao de LiP e MnP.
Esses achados concordam com os de Tavares et al. (2020), que relataram que L. crinitus U9-1
em cultivo em estado sélido (CES) utilizando bagaco de cana-de-aglcar ndo resultou na
producdo de MnP.

A producdo méaxima de lacase relatada por Valle et al. (2014), que cultivou L. crinitus
submerso em meios de cultura sintéticos (10 g/L glicose, 2,8 g/L nitrogénio de uréia com etanol
e guaiacol como indutores), foi de 15.000 U/L no 12° dia de cultivo. No entanto, Tavares et al.
(2020) relataram que CES utilizando bagaco de cana melhorou a producdo de lacase em L.
crinitus em 4,4 vezes mais que 0 meio de cultura sintético.

MnP e LiP, da mesma forma, ndo foram observadas quando o L. crinitus foi cultivado
em um meio liquido sintético com glicose ou frutose adicionada junto com diferentes fontes de
nitrogénio (NIEBISCH et al., 2010). Por outro lado, MnP, mas néo lacase, foi observada quando
L. crinitus foi cultivado em CES em uma mistura de residuos de cevada e mandioca, segundo
Aradjo Conceigéo et al. (2017). A combinagdo de maltose e ureia mostrou ser a que mais
induziu a producdo de perfis proteicos mais complexos, quando Cambri et al. (2016) cultivaram
L. crinitus em meios com fontes e concentracdes variadas de carbono e nitrogénio.

O pH do meio de cultura € um dos pardmetros mais estudados em processos para
determinar as condic¢des Otimas para a producdo de enzimas, pois afeta diretamente a atividade

de biocatalisadores essenciais para o transporte de nutrientes, bem como para o crescimento e
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manutencdo da estrutura morfoldgica de fungos filamentosos (PRIYANKA; JAYA RAJU,
2013; RAJPUT et al., 2016).

Mejia et al. (2005) mostraram que em pH &cido, proteases de L. crinitus THC 5
apresentaram o melhor desempenho em pH 5,0. Em pH variando de neutro a alcalino, foi
observada uma reducéo na atividade proteolitica. Moreira Neto et al. (2009) demonstraram que
0 pH do meio afeta tanto o crescimento quanto a producéo de lacase de L. crinitus CCB274.
Araujo Conceicdo et al. (2017) mostraram que a atividade enzimatica de MnP de L. crinitus
CCMB 553 teve bom desempenho em uma ampla faixa de pH, que variou de 4 a 8, com a
melhor atividade observada em pH 5 (18,65 U/L).

Marim et al. (2018) avaliaram o efeito do pH na producéo de lacase em duas linhagens
de L. crinitus (U9-1 e U15-9). A medida que o pH aumentou, houve uma reduc&o na producéo
de lacase para a cepa U15-9, mas um aumento para a cepa U9-1. A maior producdo de lacase
foi em pH 6 para U15-9 com 39 U/mL, enquanto U9-1 produziu 71% menos lacase no mesmo
pH. A medida que o pH aumentou de 6 para 7, a producio de lacase em U15-9 e U9-1 diminuiu.

Matos Brito et al. (2019) relataram que L. crinitus DPUA 1693 sintetizou a quantidade
méaxima de proteases quando cultivada em pH 8 (65,78 U/mL); no entanto, as proteases tiveram
atividade catalitica maxima em pH 6,0 (77,64 U/mL), mantendo estabilidade na faixa de pH de
5,0 a 6,0, e com diminuicdo da atividade em pH mais elevado. Silva Magalh&es et al. (2019)
avaliaram o efeito do pH na atividade enzimatica na faixa de 5 a 10. Em pH &cido, proteases de
L. crinitus 1825 DPUA 1693 apresentaram o0 melhor desempenho. Em pH variando de neutro
a alcalino, foi observada uma reducéo na atividade proteolitica.

Segundo Aradjo Conceicdo et al. (2017), a maior taxa de atividade enzimatica de L.
crinitus CCMB 553 foi observada a uma temperatura de 40°C para a enzima MnP, embora a
atividade tenha sido observada em uma ampla faixa de temperatura (20 a 50°C). Marim et al.
(2018) avaliaram o impacto da temperatura na producéo de lacase em duas cepas de L. crinitus
(U9-1 e U15-9), a maior producdo de lacase ocorreu a 28°C tanto para U15-9 (50,0 U/mL)
quanto para U9-1 (41,5 U/mL). Comparativamente, U15-9 produziu mais lacase que U9-1 a 22,
25 e 28°C, mas quando a temperatura aumentou de 28 para 37 °C, a producéo de U9-1 e U15-
9 foi reduzida, indicando uma grande inibicdo da atividade enzimética do U15-9 em
temperaturas mais elevadas.

Matos Brito e et al. (2019) avaliaram o impacto da temperatura na producéo e atividade
de proteases de L. crinitus 1825 DPUA 1693. Os autores relataram que a atividade catalitica
méaxima foi observada a 50 °C (152 U/mL), com 30% e 33 % de diminui¢&o da atividade a 60

e 70 °C, respectivamente, com estabilidade sendo obtida na faixa de temperatura de 30-50°C.
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Silva Magalhaes et al. (2019) produziram e caracterizaram enzimas proteoliticas de L.
crinitus 1825 DPUA 1693. A melhor atividade das proteases de L. crinitus foi observada na
temperatura de 50°C, enquanto a melhor estabilidade foi a 60°C. Colla et al. (2020) relataram
a capacidade de crescimento micelial de L. crinitus em meio de cultura de 19 a 40°C, indicando
um sistema enzimatico operando em condigdes extremas.

Uma das abordagens mais eficazes para aumentar o rendimento das enzimas
ligninoliticas é suplementar o meio nutriente com um indutor apropriado, como cobre e
compostos fenolicos (PISCITELLI etal., 2011). A concentracdo de nitrogénio é outro fator que
interfere fortemente na lacase (KACHLISHVILI et al., 2014).

Quando cultivado com cobre (150 ou 250 uM), a atividade da lacase de L. crinitus foi
aumentada. Quando o guaiacol foi adicionado ao meio de cultura sozinho, ndo teve efeito
significativo, enquanto o alcool veratrilico e a xilidina aumentaram a atividade da lacase. No
entanto, a adicdo simultanea de guaiacol com cobre aumentou a atividade da lacase. A adi¢ao
simultanea de alcool veratrilico com cobre, da mesma forma, aumentou a atividade da lacase,
guando comparada apenas com a adi¢éo de cobre, demonstrando sinergismo entre as variaveis
guaiacol ou alcool veratrilico e cobre (SANTANA et al., 2018).

Valle et al. (2014) mostraram que a concentracdo de nitrogénio e CuSO 4 no meio de
cultura afeta a producédo de lacase da cepa L. crinitus U9-1. O pico da atividade enzimatica
(11.977 U/L) ocorreu nas maiores concentracdes de nitrogénio (2,8 g/L de nitrogénio). A adicéo
de cobre aumentou ainda mais a atividade da lacase, com atividade maxima da lacase (14.320
U/L) observada na maior concentracdo de nitrogénio combinado com 150 mM CuSOas. Também
foi demonstrado que a adi¢cdo de compostos fendlicos e aromaticos no meio de cultura afetou a
atividade da lacase. Etanol (0,5 e 1,0 mM) e guaiacol (1,5 mM) induziram a atividade da lacase,
enquanto pirogalol, alcool veratrilico, xilidina e vanilina ndo foram efetivos.

Foi relatado que a adicdo de uma fonte de proteina (peptona) e uma fonte de nitrogénio
ndo proteica (uréia) ao meio de crescimento estimula a producéo de lacase de L. crinitus. Esta
espécie exibiu aumento da sintese de lacase em meio liquido contendo uréia (TAVARES et al.,
2020). Segundo Valle et al. (2014) e Almeida et al. (2018), a uréia aumentou a producdo de
lacase da cepa L. crinitus U9-1 em comparagdo com a producgéo na presenca de outras fontes
proteicas e ndo proteicas.

Segundo Bezerra e Castro (2022), L. crinitus demonstrou atividade enzimatica da R-
xilosidase em condicdes estacionérias (8,3 U/mL) e sob agitacdo de 180 rpm (44 U/mL). O

estudo revelou que os fungos apresentam grande atividade lignocelulolitica.
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A combinagéo de maltose e ureia 100 mM induziu a expressao de perfis proteicos mais
complexos do que a combinacéo de glicerol e ureia 100 mM quando L. crinitus foi cultivado
em meio de cultura liqguido com maltose ou glicerol (20 g/L) e varias concentracfes de ureia (4,
20 ou 100 mM) (CAMBRI et al., 2016).

Colla et al. (2022) mostraram que 0 aumento de nitrogénio no substrato utilizado para
cultivo de L. crinitus U9-1 elevou a atividade da lacase para mais de 2.000 U/g em relagdo ao
controle (606 U/g; 0,9%) em cinco dias de cultivo. As condi¢Ges 6timas de atividade enzimatica

de L. crinitus sdo apresentadas na Tabela 4.



Tabela 4. Condigdes 6timas de atividade enzimética para o cultivo de L. crinitus

Enzima

L. crinitus (Cepa)

Condicdes ideais de atividade

Referéncia

Lacase

peroxidase de manganés

lignina peroxidase
protease aspartica

B- xilosidase

CCB274

U9-1

U9-1

U9-1

U9-1

uU15-9

U9-1

THC5

CCMB 553
THC5

1825 DPUA 1693
1825 DPUA 1693

pH 3,5

2,8 g/L de ureia, 150 mM de CuS04,0,5 mM e 1,5 mM de guaiacol

Composicdo do substrato: casca de café, 0,7 g/L de nitrogénio; 11 dias

CuS0O4 250 pM e guaiacol 1 mM ou élcool veratrilico 1 Mm

pH 7, 28°C

pH 6, 28°C

Adicdo de 1,0 g/LN de mistura (peptona e uréia) com bagago de cana-de-agucar; 10 dias
Composi¢ao do substrato: folha/caule de bananeira; 11 dias

Composigdo do substrato: 50% cevada e 50% mandioca, pH 7, 28 °C; 28 dias
Composi¢&o do substrato: folha de bananeira; 16 dias

pH 6timo: 6,0 e 50 °C; estabilidade: pH 5,0-6,0 e 30-50 °C

Glicose 2% (massa/volume) + gelatina 0,5% (massa/volume) + extrato de levedura 0,5% (massa/volume),
pH 5,0,50 °C

pH 4,8,50 °C

MOREIRA NETO et al. (2009)
VALLE et al. (2014)

ALMEIDA et al. (2018)
SANTANA et al. (2018)

MARIM et al. (2018)

MARIM et al. (2018)

TAVARES et al. (2020)

MEJIA et al. (2005)

ARAUJO CONCEIGAO et al. (2017)
MEJIA et al. (2005)

MATOS BRITO et al. (2019)
SILVA MAGALHAES et al. (2019)

BEZERRA; CASTRO (2022)
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1.6.  Uso em biorremediacédo

A biorremediacgdo consiste na utilizacdo de microrganismos ou plantas para limpar ou
descontaminar areas ambientais afetadas por diversos poluentes. Devido as suas caracteristicas
fisioldgicas, os fungos da podridao branca estdo entre as espécies mais eficazes na degradacgéo
de corantes artificiais e contaminantes (KAUSHIK & MALIK, 2009). L. crinitus € um fungo
especifico da podriddo branca usado para processos de biorremediacdo, conhecido por sua
capacidade de produzir enzimas como celulase e xilanase (CAMBRI et al., 2016; MARIM et
al., 2018), lacase (ALMEIDA et al., 2018; ARAUJO CONCEICAO et al., 2017; MARIM et
al., 2018; SANTANA et al., 2018; TAVARES et al., 2020; VALLE et al., 2014), pectinase
(MARIM et al., 2018), lignina peroxidase (ARAUJO CONCEICAO et al., 2017; MEJiA et al.,
2005) e manganés peroxidase (ARAUJO CONCEICAO et al., 2017; MEJiA et al., 2005). Além
disso, essa espécie tem sido descrita como capaz de degradar diversos corantes, que podem ser

poluentes da industria téxtil e de outros setores industriais, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Corantes e contaminantes degradados por L. crinitus

L. crinitus (Cepa) Corantes ou contaminantes Referéncia

U9-1 Azul reativo 220 (RB220) TAVARES et al. (2020)

COI 4579 Azul reativo 220 (RB220) NIEBISCHE et al. (2010)

U9-1 Remazol azul brilhante R (RBBR) ALMEIDA et al. (2018); TAVARES et al. (2020)
CCB217 Pentaclorofenol e hexaclorobenzeno MACHADO et al. (2005)

CCB356 Pentaclorofenol e hexaclorobenzeno MACHADO et al. (2005)

CCB274 H exaclorobenzeno MACHADO et al. (2006)

U9-1 Preto reativo 5 (RB5) TAVARES et al. (2020)

MUCL 41620 Azul 4cido 62 (AB 62) SANCHEZ-LOPEZ et al. (2008)

Segundo Tavares et al. (2020), o corante azo reativo azul 220 (RB220) sofreu um rapido
processo de descoloracdo, apds 24 h de cultivo com L. crinitus, atingindo seu pico entre o 6° ©
0 10° dia de cultivo. O preto reativo 5 (RB5) s6 apresentou descoloracédo significativa a partir
do 6° dia de cultivo e méaxima descoloracdo no 10° dia de cultivo, onde houve 95% de
descoloracdo. Niebisch et al. (2010) também observaram 94% de descoloragdo do corante azo
RB220 quando cultivado com L. crinitus (IOC 4579). Este resultado foi obtido apds a
otimizacdo do teste in vitro em condicdes de cultivo como meio sélido com 10 g/L de oxalato
de amonio e glicose a 28 °C e pH 5,5 e 15 dias de cultivo.

As moléculas dos corantes podem ter um impacto nas taxas de descoloragdo. Taxas
maiores de perda de cor podem ser observadas em corantes com estruturas mais simples e
massas moleculares mais baixas, enquanto corantes com massas moleculares mais altas e,
estruturas densamente substituidas, podem descolorir em wuma taxa mais lenta
(KACHLISHVILI et al., 2014).
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Segundo Tavares et al. (2020), o corante de antraquinona remazol brilhante azul R
(RBBR) foi significativamente descolorido por L. crinitus U9-1 a partir do 5° dia de cultivo e
em grau maximo no 9° dia, embora menos efetivamente do que os corantes azo (RB220). O
RBBR apresentou degradacéo de apenas 77% no 9° dia, enquanto 0s corantes azo apresentaram
descoloracéo de mais de 90%. Almeida et al. (2018) demonstraram descoloracdo de RBBR em
74 e 76%, respectivamente, utilizando o extrato obtido do cultivo submerso de L. crinitus U9-
1 com casca de café (6° dia de cultivo) ou polpa citrica (12° dia de cultivo). Sdnchez-Lépez et
al. (2008) relataram que L. crinitus MUCL 41620 tem a capacidade de descolorir o corante
industrial antraquinona cido azul 62 (AB 62) com 40,3% de inibicao.

Machado et al. (2005) demonstraram que L. crinitus CCB217 e L. crinitus CCB356
apresentaram maior descoloracdo de RBBR quando cultivado na presenca de solo contaminado
com compostos organoclorados (pentaclorofenol e hexaclorobenzeno) do que em solo ndo
contaminado. Machado et al. (2006) também demonstraram a capacidade de biorremediacdo de
L. crinitus CCB274 para solos contaminados com hexaclorobenzeno.

1.7. Uso em bioacumulagdo

Basidiomicetos naturalmente bioacumulam metais do ambiente (SCHEID et al., 2020).
Além disso, a biomassa micelial de basidiomicetos pode bioacumular metais em niveis mais
elevados, como o ferro para Pleurotus ostreatus (ALMEIDA ET AL., 2018; MENIQUETI et
al.,, 2022) e Agaricus subrufescens (UMEO et al., 2015; MENIQUETI et al., 2022),
Schizophyllum commune e Ganoderma lucidum (MENIQUETI et al., 2022); litio para P.
ostreatus (FARIA et al., 2018); e zinco para A. subrufescens (UMEO et al., 2015).

A capacidade de fungos da podriddo branca, como Lentinus spp. adsorver e acumular
metais é uma propriedade interessante dos micélios fungicos que pode ser aplicada a sor¢do
seletiva de ions metélicos de aguas poluidas (BALDRIAN, 2003).

Faria et al. (2019) investigaram a capacidade de bioacumulagdo da biomassa micelial
de L. crinitus U9-1 para litio (LiCl ou Li2COs) em meio liquido a pH 6,5. A producdo maxima
de biomassa micelial foi de 7.218,89 mg/L no meio de cultura suplementado com 5 mg/L de
LiCl e de 4.800 mg/L quando se utilizou 10 mg/L de Li.COs no meio de cultura. As
concentracdes de 100 mg/L de LiCl e 30 mg/L de Li>COz inibiram completamente a producéo
de biomassa de L. crinitus. Embora o Li-COztenha reduzido fortemente a producéo de biomassa

micelial, ele permitiu uma maior bioacumulacéo de litio do que o LiCl, bioacumulando 574
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mg/g de litio a uma concentracdo de 25 mg/L de Li.COs, e um maior rendimento de
translocacéo de litio (28%).

Faria et al. (2022) avaliaram o efeito do pH do meio de cultura e da fonte de litio (LiCl
ou Li2CO3) na bioacumulagdo de litio em L. crinitus U9-1. Foi demonstrado que o pH inicial
do meio afetou a capacidade do fungo de bioacumular Li>COs, pois um pH inicial abaixo de 6
favoreceu a bioacumulagdo de litio na biomassa micelial, e em pH 5,5 ocorreu a maior
bioacumulacéo de litio. A transferéncia de litio do meio de cultura para a biomassa micelial foi
maior nas culturas suplementadas com Li.COsz em pH 4,5. Portanto, os resultados mostraram
que o pH afeta a producédo de biomassa micelial, a bioacumulacédo de litio na biomassa micelial
e a transferéncia de litio do meio de cultura para a biomassa micelial.

Meniqueti et al. (2021) avaliaram a bioacumulacédo de ferro na biomassa micelial de L.
crinitus U9-1, analisando o impacto do ferro no crescimento micelial e na transferéncia de ferro
do meio de cultura para a biomassa micelial. A adi¢do de 90 mg/L de ferro ao meio de cultura
resultou em 15,07 + 1,44 dg/kg de bioacumulagéo de ferro micelial, um aumento de 9.000 vezes
em relacdo ao controle (0,116 mg/L de ferro). Os autores entdo cultivaram o fungo em
subprodutos agroindustriais, melaco de cana-de-agucar (SCM) ou soja (SBM) suplementado
com 90 mg/L de ferro e 0,9 mg/L de manganés. As concentracoes de ferro na biomassa micelial
cultivada em SCM ou SBM foram 20,78 + 2,28 ou 34,71 *+ 4,31 dg/kg, respectivamente. A
transferéncia de ferro aos 21 dias de cultivo foi 10,5 vezes maior para SCM+Fe+Mg e 25 vezes
maior para SBM+Fe+Mg do que os controles SCM e SBM, respectivamente.

Rosa et al. (2022) demonstraram que L. crinitus foi capaz de remover metais de efluentes
industriais, como efluentes de curtume, reduzindo as concentracdes de aluminio de 204,1 para
3,7 mg/L (= 98% de remocdo), cromo de 1.199,6 para 20,4 mg/L (= 98 % de remogé&o) e ferro

de 22,6 mg/L para uma quantidade abaixo do limite de detecgdo (100% de remocéo).

1.8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A presente revisdo buscou ilustrar o cenario atual e as perspectivas futuras com L.
crinitus. A espécie apresenta grande potencial para aplicacbes em diversas areas, como
biotecnologia cultural, industria e nutricdo, processos de bioacumulagéo e biorremediacgdo e

bioatividade (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo (%) das principais areas de estudo do cogumelo L. crinitus, segundo publicacdes sobre

esta espécie. Fonte, o autor (2023).

A crescente necessidade de cogumelos medicinais e seus compostos bioativos é
impulsionada por seus beneficios nutricionais e potencial farmacéutico. Consequentemente, é
crucial aumentar a producdo dessas substancias bioativas, a fim de reduzir os custos de
producdo e atender as altas demandas de operacdes comerciais e ensaios clinicos em larga
escala.

A maioria dos estudos com L. crinitus foi focada nas areas biotecnolégicas e enfocou
no cultivo biotecnoldgico in vitro de L. crinitus, por ser uma alternativa promissora para
obtencdo de biomassa micelial em larga escala e em curto periodo de tempo, podendo assim
preservar a espécie in natura.

Outra area que tem sido bastante estudada e tem gerado resultados positivos foi 0 uso
alternativo de L. crinitus para fins de bioacumulacéo e biorremediacdo, bem como estudos de
otimizacdo para producdo de enzimas. Além disso, L. crinitus contém varios compostos
bioativos como proteinas, compostos fendlicos, terpenos, sesquiterpendides, alcaloides, acidos
graxos (poli-insaturados e saturados), polissacarideos, fibras alimentares, aminoacidos, e possuli
atividades essenciais relacionadas a saude, como antitumoral, atividades antimicrobiana e
imunomoduladora. O potencial farmacologico desta espécie deve, portanto, ser mais explorado.
Com base nos compostos ja identificados em L. crinitus, as perspectivas futuras serdo as

aplicacdes antioxidantes, antiparasitérias, prebioticas e sequestradoras de ferro desta espécie.
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Esta revisdo sobre L. crinitus é de imensa importancia para a divulgacdo do
conhecimento cientifico, com grande aplicabilidade como espelho para espécies de uma mesma
familia. As propriedades de L. crinitus destacadas nesta revisdo fornecem informacdes para

estudos futuros, exploracdo comercial e desenvolvimento de produtos.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo quimica, atividade biologica e aplicacGes de metabdlitos
naturais obtidos a partir do cultivo de Lentinus crinitus
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RESUMO

Lentinus crinitus (L.) Fr é um fungo nativo brasileiro comestivel de ocorréncia pantropical com
aplicagBes medicinais, nutricionais e biotecnoldgicas. O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil
quimico, realizar a caracterizacdo de diferentes classes de compostos bioativos e avaliar o potencial
bioldgico e nutricional do cogumelo L. crinitus. O extrato lipidico bruto (LCE) foi obtido por maceragdo
(cloroférmio:metanol:isopropanol), e os lipidios foram separados em lipidios neutros (NL), glicolipidios
(GL) e fosfolipidios (PL) por cromatografia em coluna. Os extratos hidrofilicos foram obtidos por
maceracdo com metanol seguida de particdo com diclorometano. Com o objetivo de extrair e isolar as
glucanas presentes em L. crinitus, o cogumelo foi submetido a duas extragdes sequenciais sob refluxo
(aquosa e alcalina com hidréxido de sodio), desseguidas de precipitagdo, didlise e gelo-degelo para
purificacdo das amostras. A precipitacdo da extracdo aquosa resultou em uma fracdo precipitada e
sobrenadante. As amostras foram analisadas quimicamente por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Ultra-high-Performance Liquid Chromatography coupled with Electrospray lonization and
Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS), e
Cromatografia em fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM) e loniza¢do de Chama
(DIC). Foram realizadas analises colorimétricas (carboidratos totais, proteinas e compostos fenélicos),
determinada a composicdo centesimal e as atividades antileishmania contra Leismania amazonensis,
antiproliferativa e prebiotica. A analise da composicédo centesimal revelou o predominio de carboidratos
(76,8%) e proteinas (22,9%). Os extratos e fracdes lipidicas de L. crinitus apresentaram atividade
antiproliferativa contra as linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) e figado (HepG2/C3A) e
antileismania contra as formas promastigota (ICso = 96,57-146,49 ug/mL) e amastigota (ICso = 22,40-
77,67 pg/mL) de L. amazonensis, sobretudo a fracdo LN (ICso = 22,40 pg/mL). Em relacdo aos
polissacarideos, a caracterizacdo quimica da Gltima fracdo por RMN revelou a presenga de p-glucana
com cadeia principal com ligacdes p-1—3 e ramificada com unidades de glicose com ligacdo pB-1—6,
demonstrando atividade prebiética. A analise da fracdo sobrenadante por RMN e UHPLC-ESI-Q-TOF-
MS/MS, demonstrou que essa fracdo € rica em proteinas, carboidratos, compostos fendlicos e
aminodacidos, sendo seis aminoécidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
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triptofano e valina). Além disto, essa fragdo também demonstrou uma atividade prebiética. A
caracterizacao dos acidos graxos por cromatografia gasosa e RMN, demonstrou o predominio de &cidos
graxos poli-insaturados em relagdo aos acidos graxos monoinsaturados e saturados, com a
predominancia do acido graxo essencial linoleico (w6), seguido do acido palmitico e o acido oleico. Nas
analises por UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS dos extratos hidrofilicos, foram identificados compostos
fendlicos, acidos organicos, aminoacidos, acidos graxos, cromononas € compostos sesquiterpénicos.
Conclui-se que os extratos e fracGes de L. crinitus sdo fontes importantes para obtencdo de compostos
bioativos com potencial bioldgico e nutricional.

Palavras-chave: Lentinus crinitus, acidos graxos, compostos fendlicos, polissacarideos, atividades
bioldgicas.

ABSTRACT

Lentinus crinitus (L.) Fr is a native Brazilian fungus with pantropical occurrence. L. crinitus produces
edible fruiting bodies with medicinal, nutritional and biotechnological applications. The objective of the
work was to evaluate the profile and characterize different classes of bioactive compounds and evaluate
the biological and nutritional potential of the L. crinitus mushroom. The lipids were extracted by
maceration (chloroform:methanol:isopropanol), to obtain the crude lipid extract (LCE), then separated
into neutral lipids (NL), glycolipids (GL) and phospholipids (PL) by column chromatography. The
hydrophilic extracts were obtained by maceration with methanol followed by partition with
dichloromethane. With the aim of extracting and isolating the glucans present in L. crinitus, the
mushroom was subjected to two sequential extractions under reflux: aqueous and alkaline with sodium
hydroxide (KOH). After extraction, the precipitation, dialysis and freeze-thaw process was carried out
to purify the samples. Precipitation from the aqueous extraction resulted in a precipitated and
supernatant fraction. The samples were chemically analyzed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR),
Ultra-high-Performance Liquid Chromatography coupled with Electrospray lonization and Quadrupole
Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-ESI-Q-ToF-MS/MS) and Chromatography in Gas
Phase (GC) coupled to Mass Spectrometry (MS); and Flame lonization (FID). Colorimetric analyzes
were carried out (total carbohydrates, proteins and phenolic compounds), evaluating the proximate
composition, and the antileishmanial activities against Leismania amazonensis, antiproliferative and
prebiotic. The analysis of the proximate composition revealed the predominance of carbohydrates
(76,8%) and proteins (22,9%). The extracts and lipid fractions of L. crinitus showed antiproliferative
activity against breast (MCF-7) and liver (HepG2/C3A) cancer cell lines and antileismania against forms
promastigote (Clso = 96,57-146,49 ug/mL) and amastigote (ICso = 22,40-77,67 pg/mL), especially LN
fraction (Clso = 22,40 pg/mL). Regarding polysaccharides, chemical characterization of the last fraction
by NMR revealed the presence of B-glucan with a main chain with 3-1—3 bonds and a branched chain
with glucose units with $-1—6 bonds, demonstrating prebiotic activity. Analysis of the supernatant
fraction by NMR and UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS demonstrated that this fraction is rich in proteins,
carbohydrates, phenolic compounds and amino acids, of which 6 amino acids are considered essential
(histidine, isoleucine, leucine, phenylalanine, tryptophan and valine). Furthermore, this fraction also
demonstrated good prebiotic activity. The characterization of fatty acids by gas chromatography and
NMR demonstrated a great predominance of polyunsaturated fatty acids (PUFA) in relation to
monounsaturated fatty acids (MUFA) and saturated fatty acids (AGS), with the predominance of the
essential fatty acid linoleic acid (06), followed by palmitic acid and oleic acid. In analyzes by UHPLC-
ESI-Q-TOF-MS/MS of hydrophilic extracts, phenolic compounds, organic acids, amino acids, fatty
acids, chromones and sesquiterpene compounds were identified. It is concluded that extracts and
fractions of L. crinitus are important sources for obtaining bioactive compounds with biological and
nutritional potential.

Keywords: Lentinus crinitus, fatty acids, phenolic compounds, polysaccharides, biological activities.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos tém sido utilizados para fins alimentares e medicinais, sendo as atividades
medicinais atribuiveis a numerosos metabolitos bioativos do micélio vegetativo, mas
principalmente do basidiocarpo (VENTURELLA et al., 2021). Os efeitos biologicos dos
cogumelos variam de acordo com as espécies flngicas e a natureza quimica dos metabolitos
que possuem. Os cogumelos tém assim chamado a atencdo como fonte de compostos com novos
mecanismos de acdo ou atividades potenciais contra doencas que ameacam a salude (RATHEE
etal., 2012).

Durante o cultivo, os cogumelos produzem metabdlitos secundarios valiosos, como por
exemplo, compostos fendlicos com propriedades benéficas, como atividade antioxidante
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-mutagénica, antialérgica e cardioprotetora (AHMAD et
al., 2014; NEDELKOSKA et al. 2013). Além dos compostos fendlicos, os cogumelos produzem
acidos organicos, terpendides, sesquiterpenos, alcaldides, lactonas, esterdis, agentes quelantes,
analogos de nucleotideos e vitaminas, glicoproteinas e polissacarideos, principalmente S-
glucanos (ERJAVEC et al., 2012)

O consumo e a producdo de cogumelos comestiveis sdo importantes devido ao seu
conteddo nutricional e na reciclagem de residuos agroindustriais com efeitos positivos na
economia e no ambiente (CHANG et al., 2004). Esse consumo também é reflexo da difusdo da
etnomicologia que relaciona o contexto biolégico, social, histérico e econdmico do uso de
fungos por diferentes etnias e nacionalidades, como no Brasil, onde diversos grupos étnicos da
Amazonia, como 0s Yanomami (Sanuma-Roraima) e Txico no Brasil, Uitoto, Muinane e
Andoke (Caqueta) na Coldémbia, a populacdo rural de Loreto no Peru e Hoti na area legal da
Amazonia na Venezuela, utilizam cogumelos na dieta alimentar, dentre estes o Lentinus crinitus
(VARGAS-ISLA et al., 2013).

L. crinitus (L.) Fr. (Basidiomycota: Polyporales) é um basidiomiceto comestivel com
aplicagdes medicinais, nutricionais e biotecnoldgicas (NIEBISCH et al., 2010). E um fungo
saprofitico com distribuicdo pantropical e neotropical, comumente encontrado em troncos em
decomposicdo (ABATE; ABRAHAM, 1994). Ha relatos de sua atividade antimicrobiana
(ABATE; ABRAHAM, 1994; BERTELI et al., 2021a), antioxidante (BERTELI et al., 2021a;
BERTELI et al., 2021b; UMEO et al., 2015) e antitumoral (BERTELI et al., 2015; BERTELI
et al., 2021b; BERTELI et al., 2021a; ERKEL et al., 1996), bem como sua capacidade de
bioacumular metais (FARIA et al., 2019; FARIA et al., 2018; MENIQUETI et al., 2021).

Durante o cultivo, esta espécie produz metabolitos como sesquiterpenos (ABATE;
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ABRAHAM, 1994), cromanonas (ABRAHANR; ABATE, 1995), carboidratos, acucares
solGiveis, compostos fendlicos, acidos organicos e lipidios (BERTELI et al., 2021a).
Considerando que o L. crinitus € um comegulo comestivel que produz uma grande
variedades de compostos bioativos e possui potencial biologico a ser explorado, o objetivo do
presente estudo foi realizar a caracterizacdo quimica de metabdlitos presentes no cogumelo L.
crinitus por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ultra-high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight tandem
mass spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS), Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) e acoplada a um Detector de lonizagdo de Chama
(CG/DIC), determinar a composi¢do centesimal e realizar a avaliacdo de suas atividades

antileishmania, antiproliferativa e prebidtica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 PRODUCAO DOS COGUMELOS

Os basidiocarpos de Lentinus crinitus (L.) Fr., cepa U9-1, foram cultivados segundo Colla
et al. (2022). O fungo foi registrado no Brasil (A04E776) no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) e na base de dados
GenBank (MG211674) (MARIM et al., 2018).

O fungo, criopreservado pela técnica do grdo de trigo (ZAGHI JUNIOR et al., 2020), foi
recuperado (TANAKA et al., 2019) e cultivado em agar extrato de malte (MEA) 2% a 25 +
1°C. Colbnias, com vigor e sem setorizacdo, foram utilizadas como in6culo para cultivo de
cogumelos (basidiocarpo) (TANAKA et al., 2013).

O cogumelo foi cultivado em substrato constituido por bagaco de cana e casca de arroz
(1:1), conforme Colla et al. (2022), com relagcdo carbono/nitrogénio (C/N) de 48 (COLLA et
al., 2020). Os basidiocarpos colhidos foram desidratados em estufa com circulagdo de ar a 60
°C até massa constante, triturados em liquidificador industrial, homogeneizados manualmente

e mantidos a -20°C.

2.2  COMPOSICAO CENTESIMAL

O valor nutricional do cogumelo L. crinitus foi avaliado pela determinagdo de proteina
bruta, lipidios, matéria seca, material mineral, fibra bruta e carboidratos, conforme metodologia
da Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 1975). Essas analises foram

realizadas no Laboratdrio de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA-UEM), sob a
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coordenac&o do Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha, e supervisdo do quimico Dr. Osvaldo Pezoti
Junior.

A determinacéo da proteina bruta foi realizada a partir do teor de nitrogénio pelo método
de Kjeldahl. O teor de lipidios das amostras foi determinado pela extracdo das amostras com
éter de petroleo via Goldfish. O teor de matéria seca foi obtido por secagem das amostras
pesadas em estufa a 105°C por até que o peso constante fosse obtido. Determinou-se fibra bruta
pelo método digestdo acida e basica.

O teor de minerais foi determinado pela combustao das amostras em forno mufla a 600°C
por 4 h. Os carboidratos foram determinados subtraindo-se a proteina bruta, lipidios, matéria
seca e material mineral do peso seco total (100 g). A energia total foi calculada de acordo com
a seguinte equacao:

Energia (kcal) = 4 x (g proteina + g carboidratos) + 9 x (g gordura)

2.3  COMPOSTOS HIDROFILICOS
2.3.1 Extrac6es de compostos hidrofilicos

A amostra de L. crinitus (5 g) foi exaustivamente extraida por maceracao durante 8 dias,
com metanol (MeOH), na proporc¢éo de 1:20 (p/v), sendo substituido a cada 2 dias (4 ciclos), a
temperatura ambiente e foi obtido o extrato bruto metandlico (EBM). Uma parte do extrato
bruto foi suspensa em MeOH:H>0 (1:1, V/V), e sucessivamente particionada com n-hexano e
diclorometano (DCM) em funil de separacdo. Os solventes foram removidos sob pressao
reduzida a uma temperatura de 35°C, obtendo as frac6es: hexanica, diclorometanica (DCM) e
hidrometandlica residual (HM). As fracbes foram denominadas: extrato bruto metanolico
(EBM); fragdo diclorometano (FDC) e fragdo hidrometanolica (FHM). Em seguida, os extratos

e fracGes foram liofilizados e armazenados a -80 °C em ultra freezer.

2.3.2 Ultra-high-performance liquid chromatography coupled with electrospray ionization
and quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS)

As amostras (5 mg/mL) foram ressuspendidas em 1,0 mL de metanol (grau HPLC) e 3,0
puL de cada extrato foram injetados e analisados por UHPLC acoplado a HRMS (QTOF)
equipado com uma fonte de ionizagédo por electrospray. A tensdo capilar foi operada no modo
de ionizagéo negativa e positiva, definida em 4500 V, e com um potencial de deslocamento da
placa final de -500 V. Os parametros de gas seco foram definidos em 8 L/min a 200 °C com
uma pressao de gas de nebulizacdo de 4 bar. Os dados foram coletados de m/z 50-1300 com

uma taxa de aquisicdo de 5 espectros por segundo, e 0s ions de interesse foram selecionados
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por fragmentacdo de varredura de MS/MS automatica. A separagdo cromatogréfica foi realizada
usando uma coluna C18 (75%2,0 mm d.i.; 1,6 um). O gradiente da mistura de solventes A (H20)
e B (acetonitrila com 0,1% de acido formico; V/V) foi a seguinte: 5% B 0-1 min, 30% B 1-3
min, 95% B 3-12 min, mantida a 95% B 12-15 min, e 5% B 15-17 min, a 40 ° C. Os
cromatogramas e 0s espectros de MS e MS/MS foram comparados com a literatura,
identificados por meio de banco de dados de espectrometria de massas, MONA (MassBank of
North America), HMDB (Human Metabolome Database) e Mass Bank (MassBank Europe
Mass Spectral DataBase), e partir do célculo do erro, utilizando a Equacéo 2. O software Data

Analysis 4.3 (Bruker) foi utilizado para tratamento dos dados.

MET-MEE
Erro m) = ——  x1.000.000 Equacéo 2
(ppm) VET quag

Onde: MET é a massa exata teérica, e MEE é a massa exata observada.

2.4 ACIDOS GRAXOS
2.4.1 Extracdo lipidica total

A extracdo lipidica foi realizada por maceracéo de 5 g de basidiocarpo seco com 100 mL
de isopropanol em agitador orbital a 115 rpm e 28°C por 24 h, seguido de reextracdo por
maceracao por 24 h com 100 mL de solucdo de cloroférmio:metanol (2:1, base de volume).
Ambas as fracdes foram reunidas e os solventes foram evaporados em rotaevaporador a 40 °C
(MACHADO et al., 2006), resultando no extrato bruto lipidico (EBL).

2.4.2 Fracionamento das classes lipidicas por cromatografia em coluna

O EBL foi fracionado por cromatografia em coluna (CC) (Jacomini et al., 2015;
RAMADAN; EL-SHAMY, 2013) usando uma coluna de vidro (20 cm x 1,25 cm de diametro
interno) que continha 20 g de silica gel 60 (70-230 mesh, Merck) como adsorvente. As elui¢des
foram realizadas com 200 mL de cloroformio, acetona e metanol para produzir as trés fracoes:
lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL). Apoés, os solventes de todas as

fragdes foram evaporados em rotaevaporador a 40°C.
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2.4.3 Preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGS)

Os écidos graxos foram convertidos em seus EMAGS por transesterificacdo de amostras
(LCE, NL, GL e PL; 10 mg) com 1 mL de hidréxido de sédio a 1% (NaOH) em metanol seguido
de aquecimento a 55°C por 15 min. Em seguida, foram adicionados 2 mL de &cido cloridrico
(HCI) a 5% em metanol e aquecidos a 55°C durante 15 min e depois foi adicionado 1 mL de
agua ultrapura (agua Milli-Q). Depois disso, 0s EMAGs foram extraidos com hexano (3 x 1
mL) e evaporados até a secura em evaporador rotativo. As amostras foram armazenadas a -4°C
em frascos vials até a analise por CG. Apos, foram redissolvidos em 1 mL de hexano e

analisados por CG.

2.4.4 Andlise por Cromatografia em fase Gasosa
2.4.4.1 Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

Os EMAGs foram identificados por meio da anélise de Cromatografia em fase Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) no LIABQ, pelo professor Dr. José Eduardo
Gongalves na Universidade Cesumar — UNICESUMAR. As andlises foram realizadas em
cromatografo a gas (Agilent 7890B) equipado com coluna capilar Agilent HP-5MS-UI com
fase de 5% de fenil metil siloxano (30,0 m x 250 um d.i. x 0,25 um de espessura do filme), com
injetor automatico (CTC PAL Control) e o espectrometro de massas (Agilent 5977A MSD). A
Tabela 6 mostra os acidos graxos presentes na mistura de padrdo e os tempos de retencédo
obtidos pelas analises de CG/EM e CG/DIC.

Para a separacdo adequada dos analitos no sistema CG-EM, 1 uL da amostra foi injetado
na coluna usando o modo de inje¢éo Split na razéo 1:20, nas seguintes condic¢des do forno: para
a analise foram injetados 2 uL. da amostra foi injetado na coluna usando o modo de injegdo Split
na razdo 1:71, nas seguintes condicGes do forno: temperatura inicial de 65 °C mantida por 4
min, em seguida rampa de 16°C/min até 185°C mantida por 12 min, aquecimento de 20 °C/min
até 235 mantida por 14 min e rampa de 35 °C/min até 300 °C e mantida por 1 min. As demais
condicBes do método de anélise foram: fluxo do gés de arraste (He, pureza 99,99999%) igual a
1,0 mL/min e temperatura do injetor e linha de transferéncia de 235 °C.

Os espectros de massas foram obtidos no modo scan na razdo massa/carga (m/z) de 50 a
600, por meio da ionizacdo por impacto eletrénico (70 eV), com temperatura da fonte de
ionizacao de 230°C e do quadrupolo de 150 °C. Os EMAG foram identificados por comparagédo

com espectros de massas da base de dados “National Institute of Standards and Technology”
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(NIST 11.0) e por uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos padrées de C4-C24,
Supelco TM 37, sob o nimero de catalogo 18919 (Sigma-Aldrich).

2.4.4.2 Cromatografia em fase Gasosa com Detector de lonizagdo de Chama (CG/DIC)

Os EMAG foram analisados por CG utilizando o cromatdgrafo a gas (Agilent 7890B),
equipado com detector de ionizagéo de chama (DIC) e coluna capilar Agilent HP5 com fase de
5% de fenil metil siloxano (30,0 m x 250 um d.i. x 0,25 um de espessura do filme). Para a
analise foram injetados 2 puLL da amostra foi injetado na coluna usando o modo de injecao Split
na razdo 1:71, nas seguintes condi¢es do forno: temperatura inicial de 65 °C mantida por 4
min, em seguida rampa de 16 °C/min até 185°C mantida por 12 min, aquecimento de 20 °C/min
até 235 mantida por 14 min e rampa de 35 °C/min até 300 °C e mantida por 1 min. As demais
condicdes do método de analise foram: fluxo do gas de arraste (He, pureza 99,99999%) igual a
1,4 mL/min, temperatura do injetor de 235 °C e temperatura do detector de 350 °C com fluxo
de Hz de 35 mL/min, fluxo de ar sintético de 300 mL/min e fluxo reposicéo de N2 de 25 mL/min.

EMAGs foram identificados por comparagdo com um padrdo de EMAGS, previamente
identificado por CG/EM. Através da integracdo dos picos e do céalculo com base na area
correspondente no cromatograma para cada acido graxo, foi possivel realizar a quantificacéo
absoluta dos EMAGs (QAEMAGS) dos basidiocarpos de L. crinitus utilizando o software MSD
ChemStation (versdo F 01.00. 1903, Agilent Technologies, Inc.). Inicialmente, a area do
cromatograma dos acidos graxos foi calculada nas corridas dos padrdes EMAG em diferentes
concentrages (62,5; 125,0; 250,0; 500,0; 1.000,0 e 5.000,0 pg/mL) e curvas analiticas foram
construidas para cada FAME. Apds as EMAGs as areas de cada componente das amostras
foram inseridas nas curvas analiticas (EMAGs das amostras; EMAGa). As injecGes foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg/100 g (base seca).

Na Tabela 6, s&o apresentados os tempos de reten¢ées dos EMAG padrbes por CG/EM e
CG/DIC que foram utilizados na dentificacdo dos &cidos graxos presentes nas amostras de

interesse.
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Tabela 6. Acidos graxos presentes na mistura de padriio C4-C24, e identificados com auxilio da biblioteca NIST.

.- NUmero de tr tr
Acido graxo # carbonos ™M (CG/IEM)  (CG/DIC)
Ac. Caproico 1 C6:0 CeH10. 4,35 5,78
Ac. Caprilico 2 C8:.0 CsH1602 7,40 8,56
Ac. Céprico 3 C10:0 CioH2002, 9,60 10,55
Ac. Undecanoéico 4 C11:0 CuH20, 10,51 11,39
Ac. Léurico 5 C12:0 CioH240, 11,29 12,23
Ac. Tridecanéico 6 C13:.0 CisH260, 12,74 13,23
Ac. Miristoleico 7 Cl4:1 Ci4H260, 12,92 14,51
Ac. Miristico 8 C14:.0 CuH2s0, 13,13 16,05
Ac. Pentadecanéico 9 C15:0 CisH300, 14,31 16,29
Ac. Palmitoleico 10 Ci16:1 CieH300, 15,81 18,21
Ac. Palmitico 11 C16:0 CisH3202 16,29 18,81
Ac. cis-10-heptadecandico 12 Cl7:1 Ci7H30, 18,24 21,54
Ac. Heptadecan6ico 13 C17:0 Ci7H0, 18,65 22,41
Ac. y-linolénico 14 C18:3n6 CisH3002 20,34 23,37
Ac. Linoleico 15 C18:2n6¢ CisH30, 21,54 24,80
Ac. a-linolénico 16 C18:3n3 CisH30, 21,70 24,95
Ac. Oleico 17 C18:1n9¢c  CigH30, 21,77 24,99
Ac. Elaidico 18 C18:1n9t CisH30, 22,69 25,08
Ac. Esteéarico 19 C18:0 CisH3s0, 23,16 25,43
Ac. araquiddnico 20 C20:4n6 CaoH320, 20,80 27,29
Ac. cis-5,8,11,14,17-eicosapentan6ico 21 C20:5n3 CaoH3002 25,90 27,39
Ac. cis-8,11,14-eicosatriendico 22 C20:3n6 C2H340, 26,03 27,57
Ac. cis-11,14-eicosadiendico 23 C20:2 CaoH3602, 26,30 27,87
Ac. cis-11-eicosan6ico 24 C20:1n9c CxHs3s0, 26,38 27,97
Ac. cis-11,14,17-eicosatriendico 25 C20:3n3 CxoH340, 26,73 27,97
Ac. Araquidico 26 C20:0 CaoH4002 26,74 28,39
Ac. Heneicosanoico 27 C21:0 CuH40, 28,19 30,21
Ac. cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico 28 C22:6n3 C»H30, 28,56 30,68
Ac. cis-13,16-docosadiendico 29 C22:2 CaoHa0O, 29,37 31,75
Ac, ertcico 30 C22:1n9 CaHsi20, 29,44 31,85
Ac. Beénico 31 C22:0 CaoHa0, 29,94 32,49
Ac. Tricosandico 32 C23:0 CasHis02 32,15 35,39
Ac. Nervonico 33 C24:1 CaHss02 34,15 38,10
Ac. Lignocérico 34 C24:0 CaaHas02 34,95 39,17

CG/DIC: Cromatografia em fase Gasosa com Detector de lonizagdo de Chama; CG/EM: Cromatografia em fase Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas; Tr: Tempo de Retencdo; FM: Formula Molecular.

2.4.5 Ressonancia Magnética Nuclear

A anélise de ressonancia magnética nuclear (RMN de *H) do EBL foi realizada a 298K

em um Espectrébmetro Varian (Mercury Plus, Varian Medical Systems, EUA) operando a

300,05 MHz para o nucleo 1H. As amostras foram dissolvidas em Cloroférmio deuterado

(CDCls; 0,6 mL), e os deslocamentos quimicos (3) foram expressos em partes por milhdo

(Ppm).
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25  OBTENCAO DE POLISSACARIDEOS
2.5.1 Extrag0es

Partindo de 5 g do basidioma seco, foi realizada a extracdo sob refluxo das glucanas na
proporcéo de 1: 15 (p/v) com agua destilada a 80°C por 2 horas. Este processo foi repetido mais
duas vezes, sendo que a cada etapa, 0 extrato aquoso foi filtrado a quente e concentrado em
rotaevaporador até pequeno volume. Os materiais obtidos foram reunidos e precipitados com
etanol (1:3, v/v). Apds centrifugacéo (3.000 rpm/20 min), o precipitado foi separado, dialisado
(MWCO= 10 KDa) por 5 dias e liofilizado, resultando na obtencéo da fracéo precipitada aquosa
apos dialise (FagLC-PPD).

O residuo da extracdo aquosa foi submetido a extragdo alcalina sob refluxo, com uma
solucdo contendo 4M KOH (hidréxido de potéssio) e 0,02M de NaBH4 (Borohidreto de sédio)
na proporcdo de 1:20 (p/v) a 50°C por 2 horas, trés vezes. Apds cada etapa, 0 extrato aquoso
foi filtrado a quente. O material foi reunido, neutralizado com acido acético glacial, concentrado
em rotaevaporador até pequeno volume e precipitado com etanol (1:3, v/v). A amostra foi entdo
centrifugada e o precipitado foi dialisado (MWCO= 10 KDa) por 5 dias e liofilizado, obtendo-

se a fracdo precipitada alcalina apds dialise (FalcLC — PPD).

2.5.2 Fracionamento e isolamento

As fragdes (FagLC - PPD e FacLC - PPD) foram solubilizadas em agua destilada e
submetidas ao processo gelo-degelo, que consiste no congelamento da amostra seguido do
descongelamento em temperatura ambiente. O precipitado, insolivel em agua fria, foi separado
por centrifugacdo (8.000 rpm/20 min a 5°C) e este processo foi repetido diversas vezes até que,
a partir do sobrenadante aquoso, ndo se formou mais precipitado ap6s congelamento e
descongelamento e que, a partir do residuo aquoso, apds tentativa de solubilizacdo em agua, foi
obtido um sobrenadante limpido. Apds essas etapas, 0s sobrenadantes e precipitados foram
separados, concentrados e liofilizados para posterior avaliacdo quimica. A partir deste processo,
obteve-se a a fracdo sollvel aquosa ap6s gelo-degelo (FagLC - PPGD) e a fracdo soluvel
alcalina apos gelo-degelo (FalLC - PPGD). As fracdes insolUveis obtidas no processo ndo foram
analisadas.

Todos os procedimentos de extracdo e purificagdo das glucanas de L. crinitus estdo

ilustrados na Figura 4, juntamente com as siglas utilizadas para denominar cada fracao.
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Figura 4. Esquema geral de obten¢do de polissacarideos a partir de L. crinitus.

2.5.3 Determinacdo de agUcares totais

A andlise de acucares totais foi realizada segundo o método Fenol-sulfurico descrita por
Dubois e colaboradores (1956), que se fundamenta na formacdo de coloracdo amarelo-
alaranjado estavel quando aclcares simples ou complexos e seus derivados sdo tratados com
fenol e acido sulfurico concentrado. Portanto, o teor de agUcares totais foi determinado pela
adicdo de 0,5 mL de fenol 5% (p/v) e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado em 1,0 mL de
amostra (50 pg/mL), que foi posteriormente aquecida em banho-maria a 30 °C por 15 minutos.
As leituras das absorbancias das amostras e do padrdo (frutose) foram realizadas em

comprimento de onda de 490 nm.
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2.5.4 Determinacao de polifendis totais

O conteddo fendlico total foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu, conforme
descrito anteriormente por Singleton e Rossi (1965) e modificado por Sousa et al. (2007). Em
tubos de ensaio, 40 pL das fracdes suspendidas em MeOH foram misturadas com 3,16 mL de
H>O deionizada e 600 pL de carbonato de sodio e, posteriormente, com 200 pL do reagente
Folin-Ciocalteu. Esta reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro a 760 nm. Uma curva de calibragdo foi realizada com o &cido
galico padrdo (50 a 250 pg/mL; R? =0,9992). Os resultados foram expressos em equivalentes

de &cido galico (MLgEAG/mg peso seco do extrato).

2.5.5 Determinacao de proteinas totais

A determinacdo do teor de proteinas foi realizada de acordo com a metodologia utilizada
por Hartree (1972), modificacdo do método tradicional descrito inicialmente por Lowry. Em
tubos de ensaio, adicionou-se uma aliquota de 200 uL da solugdo da amostra a 180 uL do
reagente A (0,1 g de tartarato de sddio e potassio (KNaCsH4Os - 4H20); 5 g de carbonato de
sodio (NaCOz); 25 mL de hidrdxido de sodio 1N (NaOH); e &gua g.s.p. 50mL), que foi mantido
em banho-maria a 50 °C durante 10 minutos. Apés resfriamento, adicionou-se 20 uL do
reagente B (0,5 g de tartarato de sddio e potassio; 0,2 g de sulfato de cobre (CuSOa4 - 5H,0);
22,50 mL de &gua destilada e 2,5 mL de NaOH 1N), que foi mantido em repouso por 10 minutos
a temperatura ambiente. Passado este periodo de tempo, adicionou-se 3 mL do reagente C (1
mL de reagente de Folin-Ciocalteu diluido em 15 mL de agua destilada), e esta mistura foi
mantida em banho-maria a 50 °C durante 10 minutos. Tanto a leitura da amostra quanto do
padrdo (soro albumina bovina) foram realizadas em espectrofotometro a 620 nm.

2.5.6 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a analise por Ressonancia Magnética Nuclear, 20 mg das fracdes foram dissolvidas
em 700 pL de 4gua deuterada (D20) 99,9%, colocadas em estufa a 45 °C durante 24 horas para
troca do hidrogénio (*H por 2D) e em seguida, liofilizadas. O residuo foi novamente solubilizado
em 700 pL de D20 e encaminhado para analise. Para avaliar os monossacarideos, 5 mg das
fraces foram hidrolisadas com 1 mL de &cido trifluoroacético (TFA) 1,0 mol/L a 100°C por 8
horas. Em seguida, esta mistura foi evaporada até remoc¢do completa do TFA e o residuo foi
dissolvido em 0,5 mL de D20, colocado em estufa a 45°C durante 24 horas e e liofilizada. O

material foi novamente dissolvido em 700 pL de DO e encaminhado para analise.
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Os espectros de RMN unidimensionais de H e 3C foram obtidos a 298 K utilizando
um espectrémetro Bruker Avance HD 111 operado a 300,0 MHz para o nucleo de hidrogénio e
75,5 MHz para o nacleo de carbono, utilizando as sequéncias de pulso padrdes que estdo
disponiveis no software Bruker. As analises foram realizadas a temperatura ambiente. Os

deslocamentos quimicos (8) foram expressos em p.p.m.

2.5.7 Andlise da fracao sobrenadante aquosa por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS

A fracdo sobrenadante aquosa (FaqLC-SP) foi analisada por Ultra-high-performance
liquid chromatography coupled with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight
tandem mass spectrometry (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS), seguindo o procedimento descrito no
topico 2.3.2.

2.6  ATIVIDADES BIOLOGICAS
2.6.1 Ensaios antileishmania e citotoxicidade

A avaliacdo da atividade antileishmania foi realizada com o extrato bruto lipidico (EBL)
e as fragdes dos lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL).

A atividade antileishmania foi realizada no Laboratério de Inovacdo Tecnoldgica no
Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos da Universidade Estadual de Maringa, sob a

supervisdo do professor Dr. Celso Vataru Nakamura e pelo Me. Rodolfo Bento Balbinot.

2.6.1.1 Cultura de células

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis Lainson &  Shaw
(IFLA/BR/1967/PH8 transfectadas com pIR1SAT-LUC(a)DsRed2(b) [cepa B5947] gerada
como relatado em Rocha et al. (2013)) foram cultivadas em meio Warren (infuséo de cérebro e
coragdo, hemina e &cido félico; pH 7,2) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(SFB) e incubado a 25 °C. Macro6fagos J774A.1 foram mantidos em meio RPMI 1640 (pH 7,2),
suplementado com L-glutamina e 10% de SFB, e incubados a 37°C em uma atmosfera de 5%
de CO..
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2.6.1.2 Determinacdo da atividade antiproliferativa de extratos e em formas promastigotas de
Leishmania

Formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° parasitas/mL), em fase de crescimento
logaritmico (72 h de cultivo), foram adicionadas aos po¢os de uma placa de 96 pocos, na
auséncia ou presenca de extratos diluidos em dimetil sulféxido 1% (DMSO), entdo incubado
por 72 h a 25 °C. Os tratamentos foram realizados nas concentracdes finais de 1,5625 - 200
ug/mL e, em seguida, o ensaio de viabilidade celular foi realizado através da redugao de XTT
(MESHULAM, 1995). Este método se baseia na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais em converter o sal de tetrazolio hidrossolavel (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide) em uma substancia alaranjada, derivada do
formazan. Deste modo, apds o periodo de tratamento, adicionou-se a solucdo de XTT (0,5
mg/mL aos pogos da placa, que foi incubada por 4 h. A leitura da absorbancia foi realizada a
450 nm no espectrofotdbmetro de placas (Power Wave XS — BioTek). A percentagem de células
viaveis foi calculada em relacdo ao controle e as concentracdes inibitérias para 50% dos
parasitos (Clso) foi obtida por regressédo néo linear dos valores plotados. Os resultados foram

expressos como a média * desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes.

2.6.1.3 Avaliacdo da atividade de extratos na viabilidade de formas amastigotas de Leishmania

Para avaliar a atividade antiproliferativa contra as formas amastigotas, 5x10°
macrofagos/mL foram adicionados juntamente com 5x10%/mL promastigotas (proporgéo 1:10),
na fase estacionaria de crescimento, em placas brancas de 96 pocos. As placas foram incubadas
a 34°C com 5% de CO2 por 24 h para internalizacdo e diferenciacdo dos parasitas em formas
amastigotas. As células foram entdo lavadas para remover parasitas ndo internalizados e
tratadas com concentragOes crescentes de extratos (1 — 100 pg/mL) e incubadas por mais 48
horas. Miltefosina (0,3125 — 5 pg/mL) foi utilizada como medicamento padréo de referéncia.
Ap0s este periodo de incubacdo, o kit Pierce Firefly Luc One-Step Glow Assay foi adicionado
de acordo com as instrucdes do fabricante. A luminescéncia foi quantificada em um
luminémetro SpectraMax L (Molecular Devices) com A em =570 nm e tempo de integracédo de
1 s. A porcentagem de inibicdo foi calculada com base na luminescéncia do controle nédo
tratado, os valores foram plotados e as concentracdes de 1Cso foram calculadas por regressédo
ndo linear (MICHEL et al., 2011). Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao

de pelo menos trés experimentos independentes.
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2.6.1.4 Avaliacéo da citotoxicidade dos extratos

A citotoxicidade foi avaliada em macréfagos J774A.1, utilizando o ensaio de viabilidade
celular através da reducdo do MTT (MOSSMANN, 1983). Este método se baseia na capacidade
das enzimas desidrogenases mitocondriais em converter o sal de tretazélio (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-bromide) hidrossolivel em uma substancia
parpura insoltvel, denominada formazan.

Para isso, células J774A.1 (5 x 10° células/mL) em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB foram cultivadas em placas de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% de CO; por 24
h. Em seguida, as substancias foram adicionadas em concentracGes crescentes de 7,8125 —
1.000 pg/mL e a placa incubada durante 48 h. Apds o tratamento, as células foram lavadas com
PBS (pH 7,2) e incubadas na presenca de MTT (2 mg/mL) por 4 h. O sobrenadante foi
removido, os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da absorbancia
realizada a 570 nm em espectrofotdmetro de placas (Power Wave XS - BioTek). A
percentagem de células viaveis foi calculada em relacdo ao controle. Os valores de CCso
(concentracdo citotoxica em 50%) foram determinados por analise de regressao nao linear. Os
resultados foram expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos

trés experimentos independentes.

2.6.2 Atividade antiproliferativa em células tumorais

A avaliacdo da atividade antiproliferativa foi realizada com o extrato bruto lipidico
(EBL) e as fracbes dos lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL).

2.6.2.1 Linhagens celulares

As culturas celulares tumorais de figado (HepG2/C3A) e mama (MCF-7) foram obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), livres de contaminacao por micoplasma. Essas
células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?, contendo meio DMEM suplementado
com 10% de SBF e 1 mL/L de solucdo antibidtica/antimicética. Os frascos foram mantidos em
incubadora a 37 °C, em atmosfera de 5% de COx.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese e Monitoramento Ambiental (LMMA), do departamento de Biotecnologia,
Genética e Biologia Celular (DBC) da Universidade Estadual de Maringé, sob a supervisao da
professora Dra. Veronica Elisa Pimenta Vicentini.
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2.6.2.2 Ensaios de citotoxidade em células tumorais humanas (MTT)

A avaliagdo do efeito citotoxico dos lipidios de L. crinitus foi realizado através do teste
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), realizado de acordo com
0 protocolo de Mosmann (1983), com modificacdes. Este teste € baseado na capacidade da
enzima do ciclo de Krebs succinato desidrogenase ativa has mitocéndrias de células viaveis em
converter o sal tetrazolium (MTT), que é hidrossoltvel e de cor amarelada, em cristais de
formazan, que séo de cor parpura. E um ensaio quantitativo in vitro para estimar proliferacio e
sobrevivéncia celular. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabolico da célula, sendo entdo bastante Util na avaliacdo da citotoxicidade.

Foram utilizadas placas de cultura celular de 96 pocos, onde em cada pogo seréo
semeadas 10* células, com excegdo dos pogos controle sem células (branco). As células serdo
cultivadas por 24 horas com 100 pL de meio de cultura suplementado com 10% de SBF
(simulated body fluid). Apos este periodo, o meio de cultura da placa foi descartado e
adicionado 100 pL de meio novo com os tratamentos: Controle (100 puL meio de cultura DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's médium) suplementado com 10% de SBF e &lcool absoluto
(0,01%)), tratamento com o agente citotoxico MMS (150uM) e tratamentos com os lipidios de
L. crinitus (10, 50, 100, 150, 200, e 250 pg/mL).

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas. Posteriormente, o meio de cultura foi
substituido por 100 puL de meio livre de soro, acrescido de MTT (0,167 mg/mL). As placas
foram incubadas por 4 horas, e na sequéncia, 0 meio contendo MTT foi descartado e aos pocos
adicionados 100 puL de dimetilsulfoxido (DMSO), para a dilui¢ao dos cristais de formazan. A
leitura foi realizada em leitor de microplacas Labtech Microplate Reader (Modelo: LT-4000) a
550 nm e os dados expressos pelas médias das absorbancias obtidas nas trés repeticGes
bioldgicas. A viabilidade celular média foi expressa como percentagem em relacdo as células
do grupo Controle (ndo tratadas-100% de viabilidade) (MOSMAM, 1983).

2.6.3 Atividade prébiotica
A avaliagdo do efeito prebiotico foi avaliada com o sobrenadante aquoso de L. crinitus

(FagLC-SP), precitado aquoso apos dialise (FagLC-PPD) e o precipitado alcalino ap6s a dialise
(FalcLC-PPD).
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2.6.3.1 Microrganismos e condicdes de cultura

A avaliagdo preliminar da atividade prebiotica foi realizada com as cepas Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus fermentum ATCC 23271, Lactobacillus paracasei
ATCC 335, Lactobacillus brevis (ATCC 367) e Bacillus coagulans disponibilizadas pela
Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria - CMRVS (Fundacao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, RJ, Brasil). Como meio basal, o caldo Man, Rogosa e Sharpe
(CMRS), foi composto por peptona (10 g/L), extrato de carne (10 g/L), extrato de levedura (5
g/L), citrato de amonio (2 g/L), acetato de sodio (5 g/L), sulfato de magnésio (0,1 g/L), sulfato
de manganés (0,05 g/L), fosfato de potassio dibasico (2 g/L), e cisteina (0,05 g/L), o pH do
meio foi ajustado até 6,5 + 0,2 com HCI (0,1M) (LI et al., 2015) para cultivo das cepas. Culturas
estoques das cepas probidticas sdo mantidas em CMRS contendo 2% (p/v) de glicose e 20%

(v/v) de glicerol para preservacao das células a -20°C.

2.6.3.2 Padronizacdo do in6culo para o ensaio prebidtico

As culturas estoques das cepas probidticas foram descongeladas a temperatura
ambiente, repicadas por trés vezes consecutivas em CMRS com 2% (p/v) de glicose, e
incubadas a 37 °C por 24 h em condic¢es de microaerofilia. A suspensdo bacteriana (reativada
em meio MRS) foi centrifugada a 3000 rpm durante 20 min a 25 °C. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o “pellet” de células foi ressuspenso em solugdo salina 0,9%. A
densidade otica (DO) do indculo foi determinada em Espectrémetro Varian Cary Modelo 1E
UV-VIS, do LAFQ-MED (UEM), e ajustada para aproximadamente 0,3 que corresponde a 10°
UFC/mL em escala de McFarland, em um comprimento de onda de 600 nm.

2.6.3.3 Ensaio prebidtico

A avaliacdo preliminar da atividade prebidtica foi realizada de acordo com (RUBEL et
al., 2014) com modificacbes. O caldo MRS foi empregado substituindo a glicose pela fracdo
sobrenadante aquoso de L. crinitus (FagLC-SP), precitado aquoso apdés dialise (FaqLC-PPD),
precipitado alacalino apos dialise (FalcLC-PPD) na concentragédo de 1% (p/v). O caldo MRS
contendo 1% (p/v) de glicose, FOS e inulina foram utilizados como controle positivo. A
suspensdo bacteriana foi ajustada na DO de 0,3, e inoculada a 1% (v/v) em tubos contendo 3
mL dos meios e, em seguida, incubadas & 37 °C por 24 h em condig¢des de microaerofilia. O

teste foi realizado em triplicata.
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A avaliacdo do crescimento das bactérias foi realizada por leitura espectrofotométrica
dos meios de cultivo em um comprimento de onda de 600 nm. O valor real do crescimento dos
microrganismos foi calculado pelos valores de absorbancia ap6s 24 h, utilizando como branco

0 meio de cultura isento do inoculo.

2.6.3.4 Potencial hidrogeniénico (pH)

Aplés a mensuracdo da atividade prebidtica, foi determinado o potencial
hidrogeonidnico (pH) dos meios de cultivo ja fermentados com a presenca dos microrganismos
e fonte de carbono (amostras e controles positivos), onde o mesmo foi medido por leitura direta
em pHmetro PG 1800 (Labstore).

2.7 Andlise estatistica

Para os dados relacionados a quantificagdo dos acidos graxos e atividade prebidtica, 0s
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média *
desvio padrdo (DP). A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05) que foi utilizado para comparar as médias, utilizando o software SISVAR verséo 5.3.
Os graficos foram gerados pelo software Origin versdo 9.5.1 e Microsoft Excel (Microsoft 365).
Para as demais analises, 0s experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP)

Para a atividade antiproliferativa, os experimentos foram realizados em triplicata e 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). A andlise estatistica foi

realizada por ANOVA seguido pelo teste, seguido do Teste de Dunnet (p<0,05)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
31 COMPOSICAO CENTESIMAL

L. crinitus apresentou 22,9% de proteina, 0,3% de lipidios, 2,9% de cinzas e 76,8% de
carboidratos, sendo que 13,3% destes sdo fibras. Os valores da composic¢ao centesimal de L.

crinitus em comparagdo com outros trabalhos € apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Composicdo centesimal de L. crinitus

Referéncias Composicédo centesimal
Matéria Proteina Lipidios Fibra Carboidratos Energia
mineral (%)  Bruta (%) (%) bruta (%) (%) (kcal/100 g)
Experimental 2,9 22,9 0,3 13,3 76,8 3975
MACHADO et al. (2016) 4,9 25,9-27,0 3,345 6,3-11,3 41,1-53,5 314,14 - 324,33

BERTELI et al.(2021a) 4,2 13 05 ND 82,4 385,4
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SILVANETO etal. (2019) 34 14 1,5 26 ND ND
BERTELI et al. (2021b) 2,6-4,2 9,5-14,4 0,5 ND 80,8e 87,3 385,5-392,15

Machado et al. (2016) avaliaram a composic¢éo nutricional do basidiocarpo de L. crinitus
cultivado em substrato a base de exocarpo de Theobroma grandiflorum e relataram teores
variando de 10,9-11,8% de umidade, 25,9-27,0% de proteina, 3,3-4,5% de gordura, 4,9%
cinzas, 41,1-53,5% de carboidratos, 6,3-11,3% de fibra, 4,6-6,3% de nitrogénio e teor
energético de 314,14 a 324,33 kcal/100 g. Para o basidiocarpo de L. crinitus cultivado em
bagaco de cana e casca de arroz o teor foi de 13% de proteina, 0,5% de gordura, 4,2% de cinzas,
82,4% de carboidratos e valor energético de 385,4 kcal/100 g (BERTELI et al., 2021a ). Cabe
destacar que a metodologia de determinacdo e as condi¢des de cultivo (substrato, umidade,
CO., luminosidade, entre outras) afetam a composic¢éo de L. crinitus e outros cogumelos e isso
torna a comparagao mais limitada.

O basidiocarpo de L. crinitus silvestre coletado no bioma Cerrado apresentou 61% de
umidade, 14% de proteina, 1,5% de gordura, 26% de fibra e 3,4% de mineral (SILVA NETO
et al., 2019). Bertéli et al. (2021b) analisaram o pileo e o estipe de L. crinitus cultivados em
bagaco de cana e casca de arroz, e relataram os valores respectivos de 14,4 e 9,5% de proteinas,
0,5% de gordura, 4,2 e 2,6% de cinzas e 80,8 e 87,3% de carboidratos, com valores energéticos
de 385,5 e 392,15 kcal/100 g.

Sobre o teor de proteinas é importante ressaltar que Chang e Miles (2004) relataram que
cogumelos comestiveis normalmente contém 19,0 a 35,0 g por 100 g de proteina (base seca),
enquanto Kala¢ (2013) relatou que cogumelos silvestres variam de 13,2 a 62,8 g por 100 g.
Portanto, o conteido de proteina obtido para os cogumelos L. crinitus esta dentro da faixa
relatada na literatura para esse tipo de alimento. Ao comparar os niveis de proteina dos
cogumelos L. crinitus com outros alimentos, eles sdo semelhantes aos ovos (13,0 g por 100 g)
e até mesmo superiores ao arroz cru (7,3 g por 100 g). Isso sugere que os cogumelos de L.
crinitus podem ser considerados uma boa fonte de proteina quando comparados a esses
alimentos especificos.

Os teores de gordura de cogumelos comestiveis foram relatados de 1,1 a 8,3 g por 100
g (CHANG; MILES, 2004). No trabalho de Machado et al. (2016), o teor de gordura em L.
crinitus variou de 3,3-4,5% e foi de 1,5% para L. crinitus silvestre coletado no Cerrado
brasileiro. Em nosso estudo, o teor de gordura (0,3%) foi menor em comparagdo com o

basidiocarpo de L. crinitus selvagem e cultivado ou outros cogumelos.
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Embora a quantidade de lipidios seja baixa nos cogumelos, segundo Kalac (2013), a
quantidade de &cidos graxos insaturados é maior que a de saturados, sendo que 0s acidos
palmitico, oléico e linoléico representaram quase a totalidade dos acidos graxos estudados
(KALAC, 2013).

3.2  IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS POR UPLC-ESI/QTOF/MS/MS

A investigacdo quimica de extratos e fragdes de L. crinitus resultou na identificacéo total
de vinte e quatro compostos. As amostras foram analisadas por espectrometria de massas de
alta resolucdo e, a identificagdo desses compostos foi proposta ap6s uma revisao da espécie L.
crinitus (ABATE e ABRAHAM, 1994;: ABRAHAM e ABATE, 1995; BERTELI etal., 2021b;
BERTELI etal., 2021a; FONSECA et al., 2021) e género Lentinus (CAYAN et al., 2020; NAM
et al., 2021), além do valor do erro de massa. Também foram utilizadas as bases de dados de
compostos, MoNA (MassBank of North America), HMDB (Human Metabolome Database) e
Mass Bank (MassBank Europe Mass Spectral DataBase).

Foram identificados nos extratos e fracdes, 17 acidos fendlicos, organicos e derivados, 2
aminoéacidos, 1 terpendide, 2 cromonas, e 2 acidos graxos. O estudo comparativo por UPLC-
ESI/QTOF/MS/MS das amostras mostrou uma excelente produgéo de compostos (extrato bruto
metandlico (EBML,; 11), fragdo diclorometano (FDCL; 17), e fragdo hidrometandlica (FHML;
7 compostos). No entanto, € possivel destacar as substancias que foram identificadas apenas em
fracBes especificas. No EBML (Acido alfa-hidroxi-glutarico (41), &cido caféico (47) e tirosina
(48); na fracdo FDCL (&cido latico (35), &cido 2-hidroxi-2-metilbutirico (37), &cido benzoico
(38), &cido pimélico (44), acido fenil-lactico (46), &cido ferulico (51) &cido siringico (52), &cido
sebatico (53), 6-metoxi-2,2-dimetilcroman-4-ol (54), 3-hidroxi-6-metoxi-2,2-dimetil-4-
cromanona (55), hipnofilina (56), acido 13-hidroxioctadecadiendico (58) e &cido corcorifatico
F (59)). Os compostos identificados sdo apresentados na Tabela 8 e dados das andlises (erro,
fragmentos e referéncias) dos compostos sdo apresentados na Tabela S1 (material suplementar).

Os espectros estdo apresentandos na Figura S2 (material suplementar)


https://link.springer.com/article/10.1007/s11694-020-00417-0#auth-Fatih-_ayan

Tabela 8. Compostos identificados por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS no extrato bruto metanélico e fragdes de L. crinitus.

. Extratos

Substancias #oOFM MT (m/2) EBML FDCL FHML _ Classe quimica
Acido latico 35 C,HO, 90,0311 v Acido orgénico
Acido succinico 3% CH,0, 116,0723 v v Acido orgénico
Acido 2-hidroxi-2-metilbutirico 37  CsHO3 118,0624 v Acido organico
Acido benzoico 38 C/HeO2 122,0384 v Composto fendlico
Acido malico 39  C4HeOs 134,0215 v v Acido organico
Acido p-hidroxibenzoico 40 C/HeO3 138,1220 v v Composto fendlico
Acido alfa-hidroxi-glutarico 41  CsHg0s 148,1142 v Acido organico
2,4 - Acido dihidroxi metoxi butanoico 42 CsHiOs 150,0528 v J Acido organico
Histidina 43  CgHgN3O, 155,157 v v Aminoacido
Acido pimélico 44  C7H1204 160,0730 v Acido organico
Acido p-cumérico 45  CgHgOs3 164,0468 v v v Composto fendlico
Acido fenil-lactico 46  CgH1003 166,0624 v Composto fenolico
Acido caféico 47  CyHgO4 180,1590 v Composto fendlico
Tirosina 48  CyH11NO3 182,0573 v Aminoéacido
Acido azelaico 49  CoHis04 188,1043 v v v Acido organico
Acido citrico 50  CeHsO- 192,1237 v Acido organico
Acido ferlico 51  CioH1004 194,1860 J Composto fendlico
Acido siringico 52 CgH100s 198,0522 v Composto fendlico
Acido sebatico 53  CioH1g04 202,1199 v Acido organico
6-metoxi-2,2-dimetilcroman-4-ol 54  CioHi1603 208,1094 v Cromanona
3-Hidroxi-6-metoxi-2,2-dimetil-4-cromanona 55  Ci2H1404 222,0887 v Cromanona
Hipnofilina 56  CisH203 248,1407 v Sesquiterpénico
Acido 13-hidroxioctadecadiendico 57  CigH303 296,2351 v Acido graxo
Acido corcorifatico F 58  CigH3:0s5 328,2244 v Acido graxo
NUmero total de compostos 11 17 6

FM: Férmula molecular; MT: Massa tedrica; v': presenca; EBML.: Extrato bruto metanélico; FDCL.: Fragdo diclorometano; FHML.: Fragdo hidrometandlica.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C33H40O19
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Segundo Kalac (2013), os &cidos fendlicos podem ser divididos em dois grupos
principais: derivados hidroxi do &cido benzoico e &cido trans-cindmico, sendo que, dentro do
primeiro grupo, os acidos p-hidroxibenzoico (40), protocatecuico, galico, gentisico, vanilico e
siringico (50) sdo geralmente detectados em cogumelos, enquanto os acidos p-cumarico (45),

cafeico (47) e ferulico (51) representam o ultimo grupo (Figura 5).
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Figura 5. Compostos fendlicos presentes no extrato bruto metandlico e fragbes de L. crinitus

Bertélli et al. (2021), também relataram os &cidos organicos (malico) e o acido fendlico
(p-hidroxibenzoico) no basidiocarpo de L. crinitus. Os autores mostraram que o acido malico é
0 4cido organico majoritario no pileo do basidiocarpo de L. crinitus (801 mg/100g), destacando
gue os acidos organicos nos basidiocarpos sdo relacionados com o sabor e a formacao do aroma.
Os mesmos autores demonstraram que o principal &cido fendlico encontrado no basidiocarpo
foi o acido p-hidroxibenzdico, sendo encontrado no pileo (537 pg/100 g) e no estipe (791
Kg/100 g). Fonseca et al. (2021), também encontraram no extrato metandlico de L. crinitus o
acido caféico (47) e o &cido siringico (52). Nam et al. (2021), encontraram no extrato de L.
edodes, os 4cidos benzdico, galico, caféico, fertlico, siringico.

Em relagéo aos acidos organicos, além do &cido malico, foram encontrados o acido
latico (35), &cido succinico (36), acido 2-hidroxi-2-metilbutirico (37), acido alfa-hidroxi-
glutérico (41), 2,4 - acido dihidroxi metoxi butandico (42), &cido pimélico (44), &cido azelaico

(49), acido citrico (50), &cido sebatico (53) e acido piscidico (57). Todos esses acidos organicos
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citados foram identificados pela primeira vez na espécie. A figura 6 apresenta os acidos

organicos identificados no EBML, FDCL e FHML.
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Figura 6. Acido organicos presentes no extrato bruto metandlico e fragdes de L. crinitus

Dentre os compostos encontrados, cabe destacar a presenga do 6-metoxi-2,2-
dimetilcroman-4-ol (54), 3-Hidroxi-6-metoxi-2,2-dimetil-4-cromanona (55), hipnofilina (56).
Estes compostos sdo caracteristicos do género Lentinus, e também ja foram reportados para a
espécie L. crinitus (ABATE e ABRAHAM, 1994; ABRAHAM e ABATE, 1995). Esses

compostos foram encontrados somente na fragdo FDCL (Figura 7).
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Figura 7. Cromononas e composto sesquiterpénico encontrados na FDCL de L. crinitus

Em relacdo aos aminoacidos encontrados, Machado et al. (2016) tambem encontraram

0s amino&cidos histidina (43) e tirosina (48) em L. crinitus. Além dos aminoacidos, foram

encontrados acidos graxos derivados do acido linoleico (&4cido 13-hidroxioctadecadiendico e o

acido corcorifatico F) (Figura 8).
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Figura 8. Aminoacidos e derivados do &cido linoleico encontrados no extrato bruto metandlico e fragbes de L.

crinitus

3.3 ACIDOS GRAXOS
3.3.1 Analise do perfil lipidico por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O uso da espectroscopia por RMN se mostra uma alternativa interessante em relacao

aos demais métodos analiticos, pois requer pouca preparacdo da amostra, ndo ha necessidade

de derivatizacdo, é uma técnica rapida, simples e confiavel. O espectro resultante permite obter

pardmetros, informacfes de interesse e de imediata comparacdo. Por meio desta técnica

confirmou-se o perfil olefinico das amostras e identificou-se as liga¢bes duplas referentes aos
acidos graxos insaturados, (COLZATO et al., 2008; GARCIA, 2006; SILVERSTEIN;

WEBSTER; KIEMLE, 2006).

A Figura 9 apresenta a estrutura de um triglicerideo modelo, com &cidos graxos mono,

di- e poli-insaturados (GARCIA, 2006). Essa representagdo estrutural do triglicerideo sera

utilizada para facilitar a compreenséo dos espectros de RMN de *H e de **C.
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Figura 9. Estrutura de triglicerideo modelo
Fonte: Adaptado de Garcia (2006)

O espectro de RMN de ‘H obtido para o extrato bruto lipidico (EBL) esta ilustrado na
Figura 10. Os espectros de RMN de *H do EBL apresentaram sinais e deslocamentos quimicos
similares, que foram atribuidos por comparacdo com dados da literatura. A Tabela 4 mostra a
comparacado dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da amostra e 0s descritos na literatura
por Garcia et al. (2006), Colzato et al. (2008) e Jacomini et al. (2013).
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Figura 10. Espectros de RMN H (300,05 MHz) do extrato bruto lipidico de L. crinitus em CDCls3

Os hidrogénios metilicos (H1, 39 € s57) apresentaram deslocamentos quimicos de 0,79-
0,91 ppm. Os hidrogénios a- metilicos (Hse) tiveram deslocamentos quimicos de 0,93-96 ppm.
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O sinal no espectro de RMN de 'H dos hidrogénios metilicos e dos a-metilicos foi um
multipleto, devido a superposic¢ao do acoplamento com hidrogénios vizinhos.

O sinal mais intenso no espectro de RMN H foi um multipleto nos deslocamentos
quimicos entre 1,25-1,30 ppm. Este sinal evidente € especifico dos hidrogénios metilénicos (-
CH2-), pois a cadeia de hidrocarbonetos dos acidos graxos saturados é formada somente por
hidrogénicos metilénicos e a cadeia carb6nica dos insaturados, onde nao ha ligacdes duplas,
também € formada por estes hidrogénios. Desta forma, o deslocamento quimico com maior
intensidade estd de acordo com os hidrogénios mais abundantes das moléculas graxas
identificadas.

Os hidrogénios p-carbonilicos (Hzs, 24 e 42) foram identificados em um multipleto com
deslocamentos quimicos entre 1,51-1,71 ppm. O préximo sinal no espectro de RMN de tH foi
dos hidrogénios alilicos (Hs, 11, 29, 35, 47 ¢ 56) cOm deslocamentos quimicos entre 1,98-2,05 ppm
na forma de multipleto. O hidrogénio alilico esta localizado em um carbono vizinho ao da dupla
ligacdo, sendo assim, seu sinal € caracteristico de &cidos graxos insaturados.

Os deslocamentos quimicos de 2,21-2,40 ppm € caracteristico dos hidrogénios a-
carbonilicos (Hi7, 23 e 41). Os hidrogénios bisalilicos (Hsz, s0 e 53) apresentam deslocamentos
quimicos entre 2,75-2,79 ppm. Estes hidrogénios estdo localizados entre duplas ligacbes, por
isso acoplam apenas com o0s dois hidrogénios vizinhos, formando um tripleto, sinal
caracteristico de &cidos graxos poli-insaturados.

Os hidrogénios glicerinicos (Hug, 20 e 21), hidrogénios ligados a molécula do glicerol,
apresentam sinais pouco intensos com deslocamento quimico entre 6 4,10-5,25 ppm. O sinal
em o 5,25 ppm ocorrendo como um multipleto ¢ atribuido ao H-2 do esqueleto do glicerol dos
TAGs. O sinal atribuido ao H-1 e H-3 do esqueleto de glicerol na molécula dos TAGs aparece
no espectro como um dd em & 4,15 e no 6 4,30 ppm. Para melhor visualizagdo dos sinais, 0
espectro de hidrogénio das amostras foi ampliado na regido de 6 4,10-5,25 ppm (Figura 11). Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios glicerinicos das amostras estdo de acordo com 0s

descritos na literatura
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Figura 11. Ampliagdo da regido de & 4,10- 5,25 ppm, para demonstrar 0s sinais correspondentes aos hidrogénios
glicerinicos (Hug, 20 € 21).

Os hidrogénios vinilicos (Ho,10, 30, 31, 33, 34, 48, 49, 51, 52, 54,55) (Figura 20), aparecem como
um multipleto no deslocamento quimico entre o 5,26-5,43 ppm.

Segundo Garcia (2006) ainda pdde se observar no espectro de RMN de *H para acidos
graxos um deslocamento quimico caracteristico dos hidrogénios metoxilicos. Estes hidrogénios
sdo provenientes da quebra da molécula de triacilglicerdis com liberacdo de ésteres metilicos
de &cidos graxos. Pavia e colaboradores (2001) afirmam que o hidrogénio da metoxila é facil
de reconhecer, pois aparece no espectro como um simpleto com sinal intenso proximo a 4,0
ppm. No presente trabalho estes hidrogénios tiveram deslocamentos quimicos de 3,32 ppm.

Foi possivel observar também na faixa de 3,0 a 4,5 ppm varios sinais de baixa
intensidade. Segundo Araujo e colaboradores (2013) os sinais com deslocamentos quimicos de
3,2 a 4,0 ppm séo tipicos de hidrogénios de carboidratos. Dessa forma, conclui-se que estes
sinais sdo referentes aos agucares ligados na forma de mono ou oligossacarideos a uma cadeia
lipidica (MOTTA, 2011).
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN *H do EBL em comparagdo com dados da literatura.

Atribuicédo Referéncia
Deslocamento
quimico Prétons Grupo funcional Composto COLZATO et al., GARCIAetal, 2006 JACOMINI et. al,
5 (ppm) 2008 2013
0,68-1,02 CHs Metilas Colesterol ND 0,68-1,02 ND
0,79-0,91 CHs Protons metilicos do grupo acil 3 grupos acil poli- 0,79-0,91 0,85 0,88
insaturados

0,93-0,96 CHs Protons metilicos do grupo acil (¢ — todos os grupos acil ND 0,95 0,97
metilico) exceto 3 AGPI

1,23-1,41 (CH2)n prétons metilénicos do grupo acil todas as cadeias de acil 1,15-1,40 1,25-1,70 1,30-1,25

1,51-1,71 CH2CH,COO prétons metilénicos na posicdo S todas as cadeias de acil 1,50-1,70 1,62 1,60-1,61
ao grupo carbonila

2,02-2,09 CH2CH=CH prétons metilénicos na posicdo o dadupla  Acido graxos insaturados  1,90-2,10 2,02-2,09 2,03-2,04
ligacdo

2,21-2,38 CH2COOR prétons metilénicos na posicao a todas as cadeias de acil 2,35-2,20 2,32 2,31-2,34
ao grupo carbonila

2,75-2,79 CH=CHCH2CH=CH Protons bis-alilicos Acidos graxos poli- 2,70-2,80 2,85 2,78-2,80

insaturados

3,32 CHs-N Protons metilicos Fosfatidilcolina ND 3,25 ND

4,15-4,30 CH20COR Proéton do grupo gliceril em Cl e C3 Triglicerideos 4,10-4,32 4,10-4,25 4,17-4,19

5,17-5,52 CHOCOR Proéton do grupo gliceril em C2 Triglicerideos ND 5,20-5,26 ND

5,29-5,43 CH=CH Protons olefinicos grupo acil Acido graxos insaturados  5,26-5,40 5,30-5,35 5,36-5,37

Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN H do extrato bruto lipidico em comparagédo com dados da literatura; ND: ndo determinado.
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A porcentagem relativa de &cidos graxos saturados (AGS), acidos gracos mono-
insaturados (AGMI) e &cidos graxos poli-insaturados (AGPI), foi calculada a partir da
integracdo do grupo a-carbonilicos em (6H 2,37), proton ligado a carbonos alilicos e bis-alilicos
localizados em posi¢ao (6H 2,02) e (6H 2,74), como € mostrada na Tabela 10 e Figura 12. Os
resultados indicaram que os &cidos graxos predominantes sdo AGPI, seguido por AGMI e
depois AGS.

Tabela 10. Porcentagem relativa de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI), acidos graxos mono insaturados
(AGMI) e &cidos graxos saturados (AGS) no extrato bruto lipidico (EBL) de L. crinitus.

EBL AGPI (%) AGMI (%) AGS (%)
Composicéo 61,79 22,48 15,73
|

Z Y X ‘

1.10 1.78 3.00 ‘ '|

"y

$5 20 1% ).0 PR 20 1.4
n (ppm}

Figura 12. Integracdo de sinais para calculo da porcentagem relativa de acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
acidos graxos mono insaturados (AGMI) e &cidos graxos saturados (AGS).

Como serd abordado nas segBes posteriores, as porcentagens encontradas para AGS,
AGMI e AGPI sdo proximas as porcentagens observadas pela quantificacdo de acidos graxos
usando a Cromatografia em fase Gasosa com Detector de lonizagcdo de Chama (CG/DIC) na
secdo 3.3.3. Como serd demonstrado, pela cromatografia gasosa foi encontrado 25,12% (AGS),
14,36% (AGMI) e 60,52% (AGPI). Como observado, principalmente para os AGPI, os valores
sdo praticamente idénticos, 61,79% (RMN) e 60,52% (CG). Essa similaridade além de
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confirmar os percentuais encontrados, demonstra a excelente correlagdo existente entre as
técnicas utilizadas, evidenciando a importancia do uso das mesmas para a analise,

caracterizacdo e quantificacdo de &cidos graxos.

3.3.2 Identificacdo dos acidos graxos por CG/EM

Na identificagdo dos &cidos do extrato bruto lipidico (EBL), lipidios neutros (LN),
glicolipidos (GL) e fosfolipidios (FL) de L. crinitus, com auxilio da mistura de padréo (Tabela
6) e com as bibliotecas NIST foram caracterizados 25 acidos graxos pelo CG/EM (14 saturados:
caproico (C6:0) (1), caprilico (2), caprico (C10:0) (3), tridecanoico (C13:0) (6), (miristico
(C14:0) (8), pentadecandico (C15:0) (9), palmitico (C16:0) (11), heptadecandico (C17:0) (13),
estearico (C18:0) (19), araquidico (C20:0) (26), heneicosandico (C21:0) (27), beénico (C22:0)
(31), tricosandico (C23:0) (32), lignocérico (C24:0) (34); 11 insaturados: palmitoleico (C16:1)
(10), cis-10-heptadecandico (16:1) (12), linoleico (C18:2n6c¢) (15), oleico (C18:1n9c) (17), cis-
5,8,11,14,17-eicosapentandico (C20:5n3) (21), cis-8,11,14-eicosatrienoico (C20:3) (22), cis-
11,14-eicosadiendico (C20:2) (23), cis-11-eicosandico (C20:1n9c) (24), cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (C22:6n3) (28), cis-13,16-docosadiendico (C22:2) (29), erucico (C22:1n9)
(30), Tabela 11 e Figura 13.

Tabela 11. Acidos graxos identificados no EBL e fragdes LN, GL e FL em comparagio com a mistura de padréo
C4-C24 e com auxilio da biblioteca NIST por CG/EM.

Acidos graxos # EBL LN GLP FLP
Ac. Caproico 1 v v v v
Ac. Caprilico 2 v v v v
Ac. Céprico 3 v v v v
Ac. Undecanéico 4 -

Ac. Laurico 5

Ac. Tridecan6ico 6 v v

Ac. Miristoleico 7 - -

Ac. Miristico 8 v v v v
Ac. Pentadecanéico 9 v v v v
Ac. Palmitoleico 10 v v v v
Ac. Palmitico 11 v v v v
Ac. cis-10-heptadecantico 12 v v v
Ac. Heptadecanoico 13 v v v v
Ac. y-linolénico 14 - -

Ac. Linoleico 15 v v v v
Ac. a-linolénico 16 -

Ac. Oleico 17 v v v v
Ac. Elaidico 18 -

Ac. Esteérico 19 v v v v
Ac. araquiddnico 20 -

Ac. cis-5,8,11,14,17-eicosapentanico 21 v
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Ac. cis-8,11,14-eicosatriendico 22 v - - -
Ac. cis-11,14-eicosadienoico 23 v - v v
Ac. cis-11-eicosandico 24 v v v -
Ac. cis-11,14,17-eicosatriendico 25 - - - -
Ac. Araquidico 26 - v - -
Ac. Heneicosanoico 27 v v v -
Ac. cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico 28 v v - -
Ac. cis-13,16-docosadiendico 29 v v - -
Ac, erucico 30 v v - -
Ac. Beénico 31 v v v -
Ac. Tricosandico 32 v v v -
Ac. Nervonico 33 - - - -
Ac. Lignocérico 34 v v v -

Extrato bruto lipidico (EBL); lipidios neutros (LN); glicolipidos (GL); fosfolipidios (FL); v: presenga.

Acidos graxos (AG) em geral s&o responsaveis pela manutengao celular, atuam como
componentes estruturais das membranas, e como moléculas precursoras de outros metabolitos
(ORESIC; HANNINEN; VIDAL-PUIG, 2008). Uma estimativa aproximada é que o nimero
tedrico de lipidios é proximo a 200.000, e as principais classes encontradas nas membranas
eucarioticas sao glicerofosfolipidios, esfingolipidios e colesterol. Como foi observado pela
caracterizacdo por CG/EM, houve um equilibrio qualitativo entre compostos saturados (14) e
insaturados (11), no entanto, como sera observado na proxima se¢do, em termos quantitativos
h& um predominio de &cidos graxos insaturados, sendo este resultado extremamente importante,
uma vez que séo substancias que apresentam um maior espectro de a¢des farmacoldgicas, sao
mais raros, nao sdo produzidos em todas as plantas e organismos.

As estruturas dos acidos graxos identificados (Figura 13) e os cromatogramas do padrdo
EMAG (C4-24), do EBL e fracdes LN, GL e FL (Figura 14) sdo apresentados a seguir.



83

ACIDOS GRAXOS SATURADOS

0 o o o
HOW HOM HOJW\ HO
1) Q@) 3) (6)
CeH120, CgH 60, C1oH200, Ci3Hp60,
1 I W
)W HOM\WN HO
" 8 ) 1D
Cy4Hy50, Cy5H300, Ci6H3202
o o
HOJW HOWW
13) 19)

o Ci7H340, o CisH3602
HO)W Ho)k/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
(26) @7

o CaoH400, o CyyHyrO,
HOW HOMWWW\W
(S (32)
o C22H440, Cy3Hy60,
Ho)m
34)
C24H 30,

ACIDOS GRAXOS INSATURADOS

WWJ\ WW)J\OH /\/\/W/MOH
OH
(10) (12) as)
Ci6H3002 Cy7H;,0, Ci5H3,0,
i i \/\/w
\Ww)ko,_‘ e ~ 7 ~ Z OH = =" = OH
an @1 . (:12)0
C,gH340, CaoH300, 207342
o
1 \WW)J\
A/\/ﬂ/:\/\/\/\/\)k OH
OH
(23) (24)
CaoH360, CyoH330, o
o
W
“ AN Z x 7 AN OH
OH (29)
(28) CyHyoO2
CypH3,0, o
i WW
WW on
OH
(30) (33)
CyHygr0, Ca4Hy60,

Figura 13. Estruturas dos &cidos graxos identificados no EBL e fragbes LN, GL e FL em comparagdo com a
mistura de padrio EMAG (C4-C24) e com auxilio da biblioteca NIST. Acidos graxos saturados: caproico (1),
caprilico (2), caprico (3), tridecandico (6), miristico (8), pentadecandico (9), palmitico (11), heptadecanpoico (13),
estearico (19), araquidico (26), heneicosandico (27), beénico (31), tricosandico (32) e lignocérico (34). Acidos
graxos insaturados: palmitoleico (10), cis-10-heptadecandico (12), acido linoleico (15), oleico (17), cis-
5,8,11,14,17-eicosapentandico (21), cis-8,11,14-eicosatriendico (22), cis-11,14-eicosadiendico (23), cis-11-
eicosanoico (24), cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (28), cis-13,16-docosadiendico (29), erdcico (30) e
nervonico (33).
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Figura 14. Cromatogramas obtidos por CG/EM, Padrdo EMAG (C4-C24) por CG/EM; Extrato bruto lipidico
(EBL); Lipidios Neutros (LN); Glicolipidios (GL); Fosfolipidios (FL).
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3.3.3 Quantificacéo absoluta (CG/DIC)

A Tabela 12 resume a composicao de acidos graxos em mg/100 g do extrato bruto (EBL)
e fracdes (LN, GL e FL) de basidiocarpos de L. crinitus, e 0s espectros estdo apresentados na
Figura S1 (material suplementar). Trinta e um acidos graxos foram identificados, variando de
C6-C24. Dentre estes, oito acidos graxos foram observados pela primeira vez nesta espécie, a
saber: undecandico (C11:0), tridecandico (C13:0), miristoleico (C15:1), cis-10-heptadecandico
(C17:1), acido araquiddnico (C20:4), eicosapentaenodico (C20:5), tricosandico (C23:0) e
nervonico (C24:1).

O principal acido graxo no EBL e fragdes foi o acido linoléico (C18:2n6c¢) variando de
174,66 a 838,24 mg/100 g. Os proximos quatro acidos graxos principais foram o &cido
palmitico (C16:0, 48,16-189,78 mg/100 g), acido oleico (C18:1n9c, 21,85-125,25 mg/100 g),
acido estearico (C18:0, 5,98-46,68 mg /100 g) e acido pentadecandico (C15:0, 9,54-36,45
mg/100 g). Comportamento semelhante foi descrito por Bertéli et al. (2021a) para o
basidiocarpo de L. crinitus.

Acido docosahexaendico (C22:6n3) e 4cido a-linolénico (C18:3n3) ndo foram detectados
em nenhuma das amostras analisadas. O acido eicosapentaendico (C20:5n3), que também faz
parte da familia dmega-3, foi observado em pequenas quantidades na fracdo LN (1,48 mg/100
g). Em um estudo de seis espécies de cogumelos, Gung et al. (2013) encontraram esses trés
acidos graxos, embora em quantidades muito pequenas. 1sso sugere que 0s cogumelos nao sdo
uma fonte ideal desses acidos graxos e € necessario obté-los de outra fonte alimentar. O &cido
y-linolénico (C18:3n6) foi identificado em todas as amostras, mas também em pequenas
quantidades (1,05-5,45 mg/100 g).

Uma observacdo interessante foi a presenca de &cidos graxos de ndmero impar de
carbonos em todas as amostras, como acido pentadecandico (C15:0, 9,54-36,45 mg/100 g),
acido heptadecandico (C17:0, 1,50-5,66 mg/100 g), acido cis-10-heptadecandico (1,65-6,79
mg/100 g) e &cido heneicosandico (C21:0, 0,50-13,66 mg/100 g). Os acidos graxos com nimero
impar de atomos de carbono ocorrem com menor frequéncia e sua biossintese resulta da
incorporacdo de uma unidade inicial diferente do acetato (DEWICK, 2009). Outro achado
importante foi a presenca de acido elaidico (C18:1n9t, 7,15-28,40 mg/100 g), uma vez que a
ocorréncia de &cidos graxos trans em cogumelos n&o é comum (KALAC, 2009).
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Tabela 12. Quantificagdo absoluta dos ésteres metilicos de acidos graxos (QAemac) do extrato bruto e fraces de
L. crinitus por CG/DIC, resultados apresentados em mg/100 g de amostra

Acido graxos EBL LN GL FL

Acido caproico (C6:0) 10.93 £ 0.092 9.31 +0.08° 3.88 £0.04¢ 2.18 +0.06¢°
Acido caprilico (C8:0) 2.66 +0.02b 3.68 £0.012 2.17 £0.03° 2.60 + 0.04b
Acido caprico (C10:0) 1.14 +0.01® 1.30 £ 0.012 0.93+0.01b 1.14 +0.02%
Acido undecanéico (C11:0) ND 2.23£0.052 ND ND

Acido laurico (C12:0) 2.09 +£0.08° 2.90£0.312 2.17 £0.06° 1.90 £ 0.07°
Acido tridecanéico (C13:0) 1.01 £0.03° 1.42 £0.152 ND ND

Acido miristico (C14:0) 2.14 +0.34bc 3.91+0.612 2.94 +0.25% 1.28 £0.07¢
Acido miristoleico (C14:1) 4.87 +1.10P 7.11+1.47%  3.03+0.342 1.77 £0.19°
Acido pentadecanoico (C15:1) 14.64 + 4,76 36.45+6.422  26.88 +3.02% 9.54 +0.19¢
Acido palmitico (C16:0) 105.27 £27.39¢ 189.78 +4.88% 129.68 +15.47°  48.16 + 0.30¢
Acido palmitoleico (C16:1) 0.93 +0.21% 1.35 +0.282 0.58 +0.07%¢ 0.34 +0.04¢
Acido heptadecandico (C17:0) 2.66 + 0.52b 5.66 +0.172 3.16 £0.25b 1.50 £ 0.07°¢
Acido cis-10-heptadengico (C17:1) 3.82 +0.802 6.79 + 0.590 3.50+2.12° 1.65 £ 0.09¢
Acido estedrico (C18:0) 18.21 + 3.66" 46.68 +0.63¢  23.33 +2.69P 5.98+0.34°¢
Acido oleico (C18:1n9c) 74.98 + 18.29° 12525 +£3.37%8  31.42 £5.44° 21.85£0.89°
Acido elaidico (C18:1n9t) 16.84 + 3.86° 28.40 £0.99°  12.08 +2.18 7.15+0.36°
Acido linoleico (C18:2n6c) 591.29 +42.73"> 838.24 £3.50° 229.32 +£27.49°  174.66 + 1.25¢
Acido 7y -linolénico (C18:3) 1.84 +0.26° 5.45+0.272 1.66 + 0.44° 1.05 + 0.06¢
Acido araquidico (C20:0) 1.26 £0.13° 2.45 £0.412 1.29 +0.04° 0.99 +0.06°
Acido eicosanéico (C20:1n9c) 3.16 £ 0.55° 8.02 £ 0.372 2.81 + 0.84b¢ 1.41+£0.13¢
Acido eicosadiendico (C20:2) 5.72+1.31° 7.77 £0.202 1.97 +0.08° 1.89 +0.03°
Acido eicosatrientico (C20:3) 3.38 £0.90? 2.28£0.332 ND ND

Acido araquidénico (C20:4n6) 0.88 £ 0.02° 1.28 +0.132 0.68 +0.14°¢ 0.69 + 0.04¢
Acido eicosapentaendico (C20:5) ND 1.48 £0.212 ND ND

Acido heneicosanéico (C21:0) 0.50 + 0.05¢ 13.66 +£0.312  3.29+0.29° 1.80 £0.10¢
Acido beénico (C22:0) 2.47 +£0.63° 6.19 £ 0.062 1.85 +0.30° 0.81 £0.05°¢
Acido ertcico (C22:1n9) 5.29 +£0.12° 17.27+153%  4.82+0.03 2.35+0.22¢
Acido docosadiendico C22:2) 3.16 £0.20° 5.87 + 0.252 ND 1.26 +0.07¢
Acido tricosanéico (C23:0) 1.76 £ 0.35° 1197+0.83% ND ND

Acido lignocérico (C24:0) 1157 £2.25° 20.36 £0.102 2,95+ 1.10¢ 1.66 £0.10°
Acido nervénico (C24:1) 4.61 £0.862 ND 4.32 £0.292 2.15 +0.06°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05). Os dados sdo média + desvio
E)gﬁ;éo (dp) (n=3); ND: ndo detectado. Extrato bruto lipidico (EBL), lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL), e fosfolipidios

Segundo Kala¢ (2013), os acidos linoleico, oleico e palmitico sdo os dcidos graxos mais
predominantes encontrados no filo Basidiomycota, com o &cido linoleico e o é&cido oleico
representando dois tercos ou mais da quantidade de acidos graxos identificados, como foi
observado no presente estudo. Os é&cidos linoléico e palmitico foram os &cidos graxos
predominantes no LN, GL e FL de Pleurotus florida (KWON; UHM, 1984).

A presenca de &cido linoleico em L. crinitus pode ter importancia econémica porque
C18:3n3 e C18:3n6 tém sido usados para sintetizar acido linoleico conjugado, que tem
aplicagdes farmacéuticas e industriais (WANG et al., 2004). O &cido linoleico é um importante
acido graxo essencial, pois ndo pode ser biossintetizado pelo corpo humano, devido a falta de
enzimas dessaturases necessarias para sua producdo. Portanto, deve ser obtido da dieta e ¢
originario da série de acidos graxos w6, que inclui o acido y-linolénico, &cido di-homo-y-

linolénico, &cido araquidénico e acido docosapentaendico. O acido linoléico também é um
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precursor do 1-octen-3-ol (um grupo alcodlico de cogumelos), o principal composto aromatico
que contribui para o sabor do cogumelo (MAGA, 1981).

O 4cido oleico é um &cido graxo monoinsaturado (AGMI) incluido na familia ®9. E
conhecida pela sua eficacia na reducdo dos niveis de colesterol (PUIGGROS et al., 2002;
TOMAS et al., 2001), podendo reduzir o risco de doencas arteriais coronérias (Pacheco et al.,
2008). Os mamiferos utilizam o &cido oleico para produzir hidromel &cido (C20:3n9), por meio
de processos de estiramento e dessaturacdo, diante de condicdes severas de privacdo de
gorduras essenciais (VOET; VOET, 2010). Outros acidos graxos ®9, como 0s acidos erdcico,
nervonico e cis-11-eicosendico também foram identificados na L. crinitus analisada neste
estudo.

O écido palmitico, um acido graxo saturado (AGS), foi detectado em altas quantidades
no extrato de L. crinitus e em todas as fracGes. O acido palmitico é o precursor de uma variedade
de acidos graxos de cadeia longa, como acido estearico, acido palmitoleico (w7) e acido oleico
(09), onde geralmente ocorre um alongamento ou, as vezes, uma etapa de dessaturagdo
(MARZZOCO; TORRES, 2015).

Outro importante acido graxo encontrado foi o &cido estearico, com valores semelhantes
aos encontrados por Bértelli et al. (2021). Sua importancia esté relacionada a capacidade dos
mamiferos de converter o &cido estearico saturado (C18:0) em acido oleico monoinsaturado
(©9) (NAKAMURA:; NARA, 2004).

A Tabela 13 resume a propor¢do de é&cidos graxos saturados, insaturados,

monoinsaturados e poli-insaturados nas amostras analisadas.

Tabela 13. Proporg¢do de acidos graxos saturados, insaturados, monoinsaturados e poli-insaturados (mg/100 g)
do extrato bruto lipidico (EBL), lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL) do basidiocarpo de
L. crinitus por CG/DIC.

EBL LN GL FL
Total AG 904.28 +84.21° 142502 +19.59°  502.25+62.07¢  298.57 + 3.16¢
Total AGS 183.33+40.3"  357.97 + 15.492 204.53 +£27.53°  79.56 + 3.75°
Total AGI 720.95+71.18> 1067.05+13.32%  297.72 +£39.92¢ 219.01 + 3.51°
Total AGMI 114.69+ 25.76°  204.68 + 8.432 64.09 + 11.76° 39.46 + 2.06°
Total AGPI 606.26+ 45.42°  862.38 + 4.89? 233.63 +28.15° 179.55+1.45°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05). Os dados s&o média + desvio
padrdo (dp) (n = 3); AG: écidos graxos, AGS: acidos graxos saturados, AGI: acidos graxos insaturados, AGMI: &cidos graxos
monoinsaturados, PUFA: &cidos graxos poli-insaturados.

O estudo mostrou que altos valores de &cidos graxos insaturados (AGI) (219,01-
1067,05 mg/100 g) predominaram sobre &cidos graxos saturados (AGS) (79,56-357,97 mg/100
g). Dos AGlI, foi possivel observar que os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (179,55—
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862,38 mg/100g) predominaram sobre os AGS e AGMI. A concentracdo de AGS foi a mais
baixa no LCE e em todas as fragdes (39,46-204,68 mg/100 g) (Tabela 8).

Em niveis percentuais, é possivel observar ainda mais claramente a predominéncia de
AGPI em todas as amostras analisadas, sobretudo, na fracdo dos LN. Ja os GL, apresentam um

maior equilibrio entre AGS e AGPI, como demonstrado na figura 15.

I AGS B ~GS
EBL AGMI LN L] AGMI
AGPI xv AGP|

60,52%

AGS I AGS
B AGMI AGMI
GL AGP1 FL T I AGP!

40,76% 26,65%

Figura 15. Proporcdes de &cidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI)
no extrato lipidico bruto (EBL), lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL) do basidiocarpo de
L. crinitus por CG/DIC

Os resultados obtidos concordam com as observagoes de que os AGI predominam sobre
0s AGS nos cogumelos, especialmente o 4cido linoléico (BERTELI et al., 2021a; HELENO et
al., 2015; KALAC, 2013). A predominancia de AGlI, especialmente AGPI, é particularmente
boa, uma vez que os AGS estdo associados a distUrbios cardiovasculares, enquanto uma alta
ingestdo de AGPI e AGMI esta relacionada ao tratamento e prevencao desses distdrbios, bem
como aqueles relacionados ao metabolismo da glicose, lipidios e figado (SILVA FIGUEIREDO
etal., 2017).

3.3.4 Atividade antileishmania do EBL e fracoes

As atividades antileishmania in vitro do EBL, LN, GL e FL estdo resumidas na Tabela
14. O EBL, LN e GL foram capazes de inibir o crescimento de promastigotas e amastigotas. A
concentracdo inibitdria de 50% (ICso) contra formas promastigotas de L. amazonensis foi de

56,18, 96,57 e 146,49 pg/mL para LN, GL e EBL, respectivamente. Além disso, essas fracoes
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foram mais ativas contra amastigotas do que promastigotas, apresentando valores de ICso de
22,40, 38,63 e 77,67 pg/mL, respectivamente. A fracdo LN foi a que mais inibiu o crescimento
de L. amazonensis em ambas as formas.

A citotoxicidade de EBL, LN, GL e FL foi avaliada contra macréfagos J774A.1 (Tabela
14).

Tabela 14. Atividade antiproliferativa do extrato bruto lipidico de L. crinitus (EBL) e fracBes contra o protozoério
parasita Leishmania amazonensis e citotoxicidade em macréfagos J774A.1.

J774A.1 L. amazonensis

Amostras Promastigotas Amastigotas

CCso (ng/mL) I1Cso (ug/mL) IS 1Cso (g/mL) IS
EBL 119.40 + 15.70 146.49 £ 12.92 0.82 77.67£5.43 1.54
LN 59.70 + 1.86 56.18 + 0.08 1.06 22.40 +3.20 2.67
GL 158.19 + 8.06 96.57 + 8.26 1.64 38.63 +£2.92 4.10
FL 379.26 £ 7.74 >200 ND >100 ND
Miltefosina 26.06 + 4.43 9.63+0,22 2.71 0.78 £ 0,04 33,41

Cada valor representa a média + desvio padréo para trés experimentos realizados em duplicata. EBL.: extrato bruto lipidio; LN:
lipidios neutros, GL: glicolipidios, FL: fosfolipidios; I1C50: concentragdo inibitéria para 50% dos parasitas, CC50:
concentracdo citotdxica para 50% das células, IS indice de seletividade (CCso/ICs0); ND: ndo determinado

Os resultados mostraram baixa citotoxicidade do EBL e fracdes, com valores de CC50
variando de 59,70 a 379,26 pg/mL, sendo menos citotdxico que o antileishmania miltefosina.

Martins de Lima et al. (2006) demonstraram que os acidos graxos (palmitico, estearico,
oleico, linoléico, araquiddnico, eicosapentaendico e docosahexaenodico) induzem apoptose e
necrose de macrofagos J774. A citotoxicidade dos acidos graxos ndo foi estritamente
relacionada ao numero de ligagdes duplas nas moléculas, sendo sugerido o seguinte grau de
toxicidade: palmitico > docosahexaendico > estedrico = araquiddnico = eicosapentaendico >
oleico > linoleico. No presente estudo, a fracdo LN foi a mais enriquecida em acido palmitico
(189,78 mg/100 g) e também a que apresentou maior atividade citotoxica em macréfagos
J774.1. Por outro lado, a fracdo FL, que apresentou a menor quantidade de &cido palmitico
(48,16 mg/100 g), também apresentou a menor citotoxicidade (379,26 pg/mL). Além disso,
verificou-se que 0os mecanismos pelos quais os acidos graxos induzem a morte celular envolvem
alteracdes no potencial transmembrana mitocondrial e acimulo intracelular de lipidios neutros
(MARTINS DE LIMA et al. 2006), justificando a maior toxicidade na fracdo LN em relag&o as
demais fragoes.

A relacdo entre citotoxicidade e atividade em promastigotas pode resultar no indice de
seletividade (IS; CCso J774A.1 células/ICso em promastigotas ou amastigotas). Segundo
Moreira et al. (2019), os compostos testados sdo considerados mais seletivos para atividade

contra parasitas quando os valores sdo maiores que 1,0, e um valor menor que 1,0 € considerado



90

mais seletivo para atividade contra células de mamiferos hospedeiros. Em relacdo as formas
promastigotas, os LN e GL foram mais seletivos para os parasitos do que os macréfagos com
valores de 1,06 e 1,64, respectivamente. O EBL, no entanto, foi mais seletivo para atividade
contra as células de mamiferos (0,86) e o FL ndo apresentou atividade para nenhum dos dois
nas concentragdes testadas. Com relacdo as formas amastigotas, o EBL, LN e GL foram mais
seletivos para parasitas do que macrofagos com valores de 1,54, 2,67 e 4,10, respectivamente.

Esses séo resultados promissores, visto que LN, GL e EBL se mostraram mais ativos
contra amastigotas, a forma proliferativa do parasito encontrada no interior de células
hospedeiras de mamiferos. Considerando os valores de I1Cso, a fragdo LN mostrou-se a mais
ativa contra as formas promastigota e amastigota, porém, ao avaliar o Sl, a fracdo GL foi a mais
seletiva contra ambas as formas avaliadas, principalmente contra amastigotas.

A atividade antileishmania do EBL, LN e GL pode estar associada a presenca do acido
linoleico. Estudos recentes mostraram um duplo papel protetor do acido linoléico na infeccdo
por L. donovani. Saini e Rai (2020) mostraram que o0 &acido linoléico inibe a liberacdo de
microvesiculas derivadas de L. donovani da forma promastigota do parasita, contendo a
infeccdo. No estudo de Saini et al. (2020), a resposta do acido linoléico promoveu protecao pro-
inflamat6ria e suprimiu a resposta anti-inflamatéria. Os autores demonstraram o efeito
preventivo e terapéutico do &cido linoléico na infecgdo por L. donovani in vitro, demonstrando
que ambos os usos sdo igualmente eficazes na contengéo da doenga.

Os resultados do presente estudo mostraram maior atividade do EBL, LN e GL contra
as formas amastigotas do que contra as formas promastigotas, sendo que a fragdo LN, que
possui 0s maiores valores de acido linoléico, apresentou a melhor atividade contra ambas as
formas.

Existem varios mecanismos potenciais que poderiam explicar porque o EBL e suas
fracdes lipidicas (LN e GL) exibiram maior atividade contra formas amastigotas de L.
amazonensis em comparacao com formas promastigotas. Uma possibilidade é que amastigotas
e promastigotas tenham diferentes composicOes lipidicas, com amastigotas contendo niveis
mais altos de acidos graxos saturados e colesterol. Como resultado, o EBL e suas fragdes podem
conter lipidios que visam especificamente a composicao lipidica dos amastigotas, tornando-0s
mais eficazes contra esta forma (MESSAOUD, 2017). Diferencas na composicdo lipidica
podem afetar a fluidez da membrana, o que pode afetar a atividade de proteinas e enzimas
associadas a membrana. Os amastigotas tém menor fluidez de membrana do que os
promastigotas, tornando-os mais suscetiveis a ruptura pelo EBL e suas fracGes (BIAGIOTTI,
2013; BOUABID, 2022; LEROUX, 2023).
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Além disso, como os amastigotas residem nas células hospedeiras, é possivel que o0s
extratos tenham como alvo as vias das células hospedeiras que sdo importantes para a
sobrevivéncia do parasita. Por exemplo, lipidios como esfingosina e ceramida demonstraram
interromper o metabolismo lipidico nas células hospedeiras, inibindo as enzimas envolvidas na
sintese de &cidos graxos e promovendo a producdo de espécies reativas de oxigénio. Essa
interrupcdo pode levar a indugdo de apoptose em macrofagos infectados, que podem eliminar
parasitas intracelulares (ROBERTS, 2003; DENNY, 2004; ZHANG, 2005; MAJUMDER,
2012; YAO, 2016; NYONDA, 2022; LEROUX, 2023).

Os achados de Saini et al. (2020) indicam que baixos niveis de &cido linoléico tém sido
relatados no soro de pacientes com leishmaniose visceral (LV) em comparagdo com individuos
saudaveis, sugerindo que esses pacientes podem ter uma chance maior de agravamento da
doenca, sendo a desnutri¢do considerada um fator de risco para o avanco da LV, e que dietas
ricas em &cido linoléico podem ajudar a restaurar a resposta imune de individuos desnutridos

Embora Saini e Rai (2020) ndo tenham observado atividade leishmanicida direta do
acido linoléico contra promastigotas de L. donovani, o EBL e as fra¢cdes foram ativos contra
promastigotas de L. amazonensis e 0s acidos graxos nessas amostras nao estao na forma livre,
mas sim nas formas de triacilglicerol, glicolipidio e fosfolipidio.

No geral, os mecanismos por tras da maior atividade do EBL e de suas fracdes lipidicas
contra as amastigotas de L. amazonensis sdo provavelmente complexos e multifatoriais,
envolvendo uma combinacdo de fatores relacionados a biologia do parasita e da célula
hospedeira, bem como as propriedades quimicas das fracbes lipidicas. Portanto, estudos
adicionais sdo necessarios para melhor elucidar como essas amostras agem diretamente contra

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.

3.3.5 Atividade antiproliferativa

Foi observado que a citotoxicidade do EBL (extrato bruto lipidico), e das fragdes LN
(lipidios neutros), GL (glicolipidios) e FP (fosfolipidios) é dependente do tempo e
concentragdo. A citotoxicidade foi avaliada pelo teste do MTT, em linhagens tumorais
HepG2/C3A e MCF-7. A tabela 15 (HepG2/C3A) e 16 (MCF-7) apresentam as médias das
absorbancias e desvio padrdo, bem como a viabilidade celular, estimada com base na
absorbancia do controle (CTR=100%). A correlacdo da citotoxicidade e viabilidade celular sdo

apresentados nas figuras 16 e 17.
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Com relagdo a absorbancia, para o EBL, nenhuma das concentragfes (10 a 250 pg/mL)
foram citotoxicas para a linhagem tumoral HepG2/C3A, nos tempos de 24 h. J& no tempo de
48 h, as concentracdes de 10 e 50 pg/mL foram citotoxicas, apresentando uma diferenca
estatisticamente significativa quando comparada ao CTR. No tempo de 72 h, todas as
concentracgdes testadas apresentaram citotoxicidade. O mesmo perfil foi observado em relacdo
a viabilidade celular, sendo observado uma reducéo inferior a 80% somente nas concentragoes
de 10 e 50 pg/mL (48 h) e em todas as concentracOes testadas em 72 h. No tempo de 72 h, com
10 pg/mL, houve uma reducéo de 46,15%, no entanto, os menores valores de viabilidade celular
foram observados nas concentragdes de 50, 100, 150 pg/mL, com 36,85 %, 31,16 % e, 39,21
% de reducdo, respectivamente.

Para a fracdo LN, com relacdo a absorbancia, todas das concentragdes testadas (10, 50,
100, 150, 200 e 250 pg/mL) foram citotdxicas para a linhagem tumoral HepG2/C3A, nos
tempos de 24 h e 72 h. J4 no tempo de 48 h, com excecdo da concentracdo 10 pug/mL, todas as
concentragOes foram citotdxicas. A fracdo GL, s6 apresentou citotoxicidade nas concentraces
de 100, 200 e 250 pg/mL em 24 h. A fracdo FL, apresentou citotoxicidade contra a linhagem
tumoral HepG2/C3A nas concentracfes de 10, 50, 100 pg/mL no tempo 48 h, e em todas as
concentracdes testadas no tempo de 72 h. Em relacdo a viabilidade celular, a fracdo LN
apresentou uma reducdo abaixo de 80 % em todas concentrages e tempos testados, com
excecao da concentracdo de 10 pg/mL no tempo 48 h. Por sua vez, a fragdo GL né&o apresentou
reducdo da viabilidade celular em nenhuma das concentracfes e tempos testados. Ja a fracdo
FL, apresentou uma reducéo abaixo de 80 % da viabilidade na concentracdo de 50 pg/mL em
48 h, e em todas as concentracgdes testadas no tempo de 72 h.

Analisando os valores de viabilidade celular, como j& demonstrado, o extrato que
apresentou maior potencial foi o EBL no tempo de 72 h, com valores de viabilidade celular
chegando a 31,16 % na concentracdo de 100 pug/mL. No entanto, a fracdo LN foi a que
apresentou os menores valores de viabilidade celular em menor tempo, pois em 24 h, todas as
concentrag0es causaram uma reducdo da viabilidade celular abaixo de 80 %. Outro fato
interessante é em relacdo a fracdo FL, pois no tempo de 72 h, ela apresentou um perfil de
reducdo da viabilidade celular muito semelhante ao do EBL, com valores de viabilidade celular
de 58,53 % (10 pg/mL), 49,74 % (50 pg/mL), 42,02 % (100 pg/mL), 48,90 % (150 pg/mL),
57,83 % (200 pg/mL), e 65, 13% (250 pg/mL). Como base na semelhanca do perfil de atividade
entre 0 EBL e os FL, é possivel levantar a hipotese que esse efeito de reducéo de viabilidade

celular tardio (72 h) é relacionado a presenca dos FL.
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Foi observado a citotoxicidade do EBL, e das fracdes LN, GL e FP contra linhagem
celular tumoral MCF-7. Com relacdo a absorbancia, para o EBL, todas as concentra¢des (10 a
250 pg/mL) foram citotdxicas para a linhagem tumoral MCF-7, nos tempos de 24, 48 e 72 h.
Em relacdo a viabilidade celular, com excecdo da concentracdo de 10 pg/mL em 72 h, em todas
as concentracdes e tempos testados houve uma reducgéo da viabilidade celular inferior a 80%.

Para a fracdo LN, com relacdo a absorbancia, todas das concentragdes testadas (10, 50,
100, 150, 200 e 250 pg/mL) foram citotdxicas para a linhagem tumoral MCF-7, nos tempos de
48 h e 72 h. Ja no tempo de 24 h, com excecdo da concentracdo 10 pg/mL, todas as
concentragfes foram citotdxicas. Em relagdo a viabilidade celular, nas concentragdes de 100,
150, 200 e 250 pg/mL e em todos os tempos testados, houve reducédo da viabilidade celular
abaixo de 80% em nenhum dos tempos testados. Ja concentracdo de 10 pg/mL ndo houve
reducdo da viabilidade celular abaixo de 80%, e na concentracdo de 50 pg/mL somente no
tempo de 48 h houve reducéo da viabilidade.

A fracdo GL, ndo apresentou citotoxicidade na concentracdo de 50 pg/mL, na
concentracdo de 10, 150, 200 e 250 pg/mL somente em 72 h. Ja na concentracao de 100 pg/mL,
apresentou citotoxicidade nos tempos de 48 h e 72 h. Por sua vez, a fracdo GL ndo apresentou
reducdo da viabilidade celular em nenhuma das concentrac6es e tempos testados. A fracdo FL,
apresentou citotoxicidade contra a linhagem tumoral MCF-7 em 50, 100 e 150 pg/mL no tempo
48 e 72 h, e na concentracdo de 200 e 250 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72 h. Ja na
concentracdo de 10 pg/mL, somente no tempo de 48 h. Em relacdo a viabilidade celular, a
fracdo FL apresentou uma reducdo abaixo de 80 % na concentracdo de 100 e 150 pg/mL no
tempo de 72 h, e nas concentragdes de 200 e 250 pg/mL, nos tempos de 48 h e 72 h.

Os é&cidos graxos sao um grupo importante de metabdlitos priméarios que demonstram
ser eficazes contra células tumorais. A acdo tumoricida dos acidos graxos parece estar
relacionada a sua capacidade de aumentar a geracdo de radicais livres e a peroxidacao lipidica
nas células tumorais. Tanto os radicais livres quanto os perdxidos lipidicos podem danificar
uma variedade de enzimas, proteinas e DNA. Eles também podem esgotar os niveis de
adenosina trifosfato (ATP) nas células e causar apoptose (NANO et al., 2003).

Dentre os acidos graxos, destaca-se a atividade do miristoléico (IGUCHI et al., 2001),
palmitico (ZHU et al., 2021), linoléico (CHEN et al., 2016), o-linolénico (GONZALEZ-
FERNANDEZ; ORTEA; GUIL-GUERRERO, 2020), oleico (CARRILLO PEREZ; CAVIA
CAMARERO; ALONSO DE LA TORRE, 2012) e é&cidos araquidonicos (LIAU; KIM;
FRUEHAUF, 2021).
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Foi demonstrado que os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (»-6) exercem seus
efeitos de proliferagdo anticancerigena, influenciando a expressdo de genes e proteinas,
interrompendo assim a progressao do ciclo celular e induzindo a apoptose (XU; QIAN, 2014).
A relacdo da agdo antitumoral dos AGPI também esta relacionada a sua capacidade em se
dissolver nas membranas lipidicas e promover a peroxidagdo lipidica em células tumorais
(SHIROTA et al., 2005).

De acordo com Shirota et al. (2005), os AGPIs com maior atividade antitumoral sdo o-
3 e w-6, que parecem ter um efeito inibitério no processo carcinogénico, e 0s &cidos
eicosapentaendico e docosahexaendico, que retardam o crescimento e desenvolvimento de
canceres. Esses acidos foram encontrados no EBL e fracbes em quantidades significativas e
podem estar relacionados a atividade antitumoral de L. crinitus.

Evidéncias de pesquisas mostram uma alta dose de acido linoleico inibe a proliferacéo
da linha celular de cancer de colon Caco-2 (DOMMELS et al., 2003), enquanto uma alta
ingestdo do &cido linoleico também mostra um efeito protetor contra o desenvolvimento do
cancer (HORROBIN; ZIBOH, 1997). Além disto, o &cido linoleico pode ser dessaturado e
convertido no acido y-linolénico (GLA), que ¢ catalisado pela enzima A6-dessaturase. As
evidéncias mostram que o GLA também esta associado a atividades anticancerigenas tanto in
vitro como in vivo. Por exemplo, o GLA inibiu o crescimento celular das linhas celulares de
neuroblastoma humano GOTO, SK-N-DZ, NKP e NCG, uma linha celular de glioma C6 de
rato e a célula de carcinossarcoma de rato linha LLC-WRC256 in vitro (FUJIWARA; TODO;
IMASHUKU, 1986; COLQUHOUN; SCHUMACHER, 2001; LEAVER et al., 2002).
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Figura 16. Absorbancia média (barras), Viabilidade celular (linhas) (%) e desvio padréo dos grupos controle (Co), tratamento com Doxorrubicina (DOX) e extratos de &cidos
graxos de L. crinitus nas concentracdes de 10, 50, 100, 150, 200 e 250 ug/L, por 24, 48 e 72 horas, na linhagem celular de cancer de figado (HepG2/C3A) *Diferenca
estatisticamente significativa em relacéo ao controle (p<0,05).
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Figura 17. Absorbancia média (barras), Viabilidade celular (linhas) (%) e desvio padrdo dos grupos controle (Co), tratamento com Doxorrubicina (DOX) e extratos de acidos
graxos de L. crinitus nas concentrac@es de 10, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/L, por 24, 48 e 72 horas, na linhagem celular de cancer de mama (MCF-7) *Diferenca estatisticamente

significativa em relagdo ao controle (p<0,05).
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Tabela 15. Absorbancia média e viabilidade celular referente ao ensaio de citotoxicidade MTT em linhagem celular de cancer de figado (HepG2/C3A), expostas aos extratos
de acidos graxos de L. crinitus.

HepG2/C3A - Acidos Graxos

Tratamentos Grupos Absorbéancia Média Viabilidade Celular (%)
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Controles Co 0,736 + 0,050 1,021 + 0,063 1,315+ 0,141 100,000 + 5,050 100,000 * 6,383 100,000 + 14,195
Dox 0,549 + 0,066* 0,355 + 0,029* 0,343 +0,028* 74,523 +6,611* 34,800 + 2,902* 26,142 + 2,878*
10ug/mL 0,626 £ 0,0422 0,613 +0,013* 0,607 £ 0,020* 85,014 + 4,227 60,044 + 1,386* 46,156 + 2,068*
50pg/mL 0,725+ 0,049 0,517 + 0,022* 0,484 +0,039* 98,450 + 4,922 50,643 + 2,206* 36,849 + 3,975*
Extrato Bruto 100pg/mL 0,965 £ 0,124# 0,896 + 0,128 0,409 +0,029* 130,995+ 12,470# 87,735+ 12,836 31,161 +2,926*
150pg/mL 1,126 £ 0,158# 1,351 + 0,160# 0,515+ 0,045* 152,900 + 15,827# 132,347 £ 16,047# 39,206 * 4,563*
200ug/mL 0,873 £ 0,081# 1,771 £ 0,081# 0,723+0,186* 118,482 + 8,142# 173,473 + 8,108# 55,038 + 18,658*
250ug/mL 0,954 + 0,138# 2,283+ 0,272# 0,938 +0,084* 129,520 +13,846# 223,608 +27,231# 71,341 +8,493*
10ug/mL 0,566 + 0,041* 0,918 + 0,045 1,007 £ 0,083* 76,850 + 4,193* 89,968 + 4,522 76,618 + 8,359*
50pg/mL 0,582 + 0,023* 0,838 + 0,038* 0,997 £ 0,118* 79,090 + 2,394* 82,115 + 3,835* 75,858 + 11,899*
Lipidios Neutros 100pg/mL 0,554 + 0,021* 0,768 +0,017* 0,980 +0,094* 75,222 +2,131* 75,201 +1,784* 74,535 + 9,462*
150pg/mL 0,525 + 0,044* 0,743 +0,031* 0,956 + 0,046* 71,342 + 4,486* 72,773 +3,193* 72,710 + 4,655*
200ug/mL 0,541 + 0,040* 0,698 + 0,020* 0,940 £ 0,070* 73,423 + 4,067* 68,347 + 2,062* 71,478 +7,072*
250ug/mL 0,450 + 0,024* 0,658 + 0,014* 1,049 £0,087* 61,175+ 2,467* 64,470 + 1,404* 79,812 + 8,783*
10ug/mL 0,679 £ 0,049 1,021 + 0,040 1,419 £ 0,108 92,152 + 4,930 99,975 + 4,008 107,932 + 10,861
50pg/mL 0,669 + 0,021 0,949 + 0,026 1,402 + 0,088 90,877 + 2,140 92,964 + 2,613 106,609 + 8,852
Glicolipidios 100pg/mL 0,638 + 0,015* 0,967 + 0,024 1,320 + 0,052 86,669 + 1,551* 94,727 + 2,452 100,419 + 5,260
150pg/mL 0,649 £ 0,010 0,951 + 0,030 1,291 + 0,058 88,162 + 1,008 93,140 + 3,017 98,199 + 5,818
200ug/mL 0,640 + 0,042* 0,967 + 0,024 1,316 + 0,025 86,941 + 4,259* 94,746 + 2,414 100,130 + 2,555
250ug/mL 0,607 + 0,029* 1,006 + 0,031 1,207 £ 0,093 82,381 + 2,930* 98,506 + 3,152 91,811 + 9,338
10ug/mL 0,656 £ 0,021 0,854 + 0,046* 0,769 + 0,042* 89,140 + 2,125 83,662 + 4,651* 58,536 + 4,209*
50pg/mL 0,881 + 0,064# 0,702 + 0,033* 0,654 +0,033* 119,676 + 6,442# 68,778 + 3,340* 49,745 + 3,347*
Fosfolipidios 100pg/mL 0,946 £ 0,080# 0,864 + 0,029* 0,552 +0,043* 128,444 +8,079%# 84,680 + 2,946* 42,020 + 4,384*
150pg/mL 1,166 £ 0,120# 1,081 + 0,073* 0,643+0,031* 158,329 +12,091# 105,889 + 7,339* 48,909 + 3,133*
200ug/mL 1,252 +0,118# 1,321 + 0,106# 0,760+ 0,189* 169,974 +11,896# 129,410+ 10,686# 57,836 + 18,996*
250ug/mL 1,035 + 0,033# 1,469 + 0,077# 0,856 +0,061* 140,523 + 3,317# 143,921 + 7,764# 65,136 + 6,110*

Grupos: Controle, DOX e acido graxos (10, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL), apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢do. Andlise estatistica: ANOVA, seguido do Teste de Dunnet. Os valores
correspondem a média + desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p<0,05)

Tabela 16. Absorbancia média e viabilidade celular referente ao ensaio de citotoxicidade MTT em linhagem celular de cancer de mama (MCF-7), expostas aos extratos de
acidos graxos de L. crinitus.



MCF -7 -Acidos Graxos

Tratamentos Grupos Absorbancia Média Viabilidade Celular (%)
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Controles Co 0,721 + 0,030 0,789 + 0,029 1,049 £ 0,012 100,000 + 3,00 100,000 £ 2,908 100,000 £ 1,290
Dox 0,474 +0,019* 0,317 +0,011* 0,290 + 0,014* 65,796 + 1,973* 40,169 +£1,131* 27,655 + 1,414*
10pg/mL 0,575+ 0,017 * 0,608 + 0,025 * 0,888 +0,032* 79,704 +£1,72* 77,094 +£2,468* 84,620 +3,238 *
50ug/mL 0,471 +0,002 * 0,513 £ 0,021 * 0,797 £0,031*  65,283+0,179* 65,056 +2,077* 75,946 + 3,104 *
Extrato Bruto 100pg/mL 0,404 + 0,009 * 0,523 + 0,009 * 0,704 +0,018*  55993+0,901* 66,323+0,868* 67,101 +1,779*
150pg/mL 0,450 + 0,008 * 0,546 + 0,016 * 0,779+0,021* 62,371+0,753* 69,187 +1,570* 74,268 +2,135*
200pg/mL 0,412 £0,013 * 0,473 +0,018 * 0,701 £0,020* 57,157+1,268* 59,962+1,770* 66,815+ 1,966 *
250pug/mL 0,431 +0,011 * 0,527 £ 0,013 * 0,685+0,011* 59,737 + 1,055* 66,729 £1,295* 65,252 + 1,060 *
10pg/mL 0,714 £ 0,043 0,670 £ 0,016 * 0,968 £ 0,027 * 99,062 + 4,258 84,874+1551* 92,245+2,670*
50pg/mL 0,599 £+ 0,029 * 0,588 + 0,035 * 0,888 +0,028*  83,060+2,892*  74560+3,485* 84,600 2,822 *
Lipidios Neutros 100ug/mL 0,480 £ 0,027 * 0,511 £ 0,015 * 0,795+0,016 * 66,614 +2,740* 64,777 +£1,455* 75774 +1,619 *
150ug/mL 0,492 £ 0,022 * 0,540 + 0,008 * 0,678 £0,037* 68,278 +£2,220*  68,477+0,844* 64,623 + 3,694 *
200pg/mL 0,429 +£0,016 * 0,472 £0,011 * 0,620 +0,040* 59,459+1571* 59,835+1,130* 59,095 + 3,988 *
250pg/mL 0,456 £ 0,018 * 0,370 £ 0,013 * 0,489+0,022* 63,231+1,829* 46,860+1,348* 46,583 + 2,230 *
10pg/mL 0,754 £ 0,019 0,759 £ 0,027 0,962 + 0,028 * 104,581 + 1,873 96,152 + 2,670 91,654 +£2,79 *
50pg/mL 0,739 £ 0,019 0,751 £ 0,028 0,999 + 0,032 102,417 +£1,920 95,214 + 2,822 95,257 + 3,249
Glicolipidios 100ug/mL 0,722 £ 0,027 0,718 £ 0,016 * 0,953 + 0,016 * 100,060 + 2,682 90,957 £1,619* 90,853 1,645 *
150pg/mL 0,759 + 0,034 0,754 £ 0,037 * 0,981 + 0,028 105,191 + 3,428 95,493 + 3,694 93,465 +£2,779 *
200ug/mL 0,704 + 0,025 0,791 £ 0,040 * 0,901 + 0,031 97,592 £ 2,541 100,182 + 3,988 85,878 + 3,083 *
250ug/mL 0,699 + 0,054 0,773 £ 0,022 * 0,904 + 0,029 96,954 + 5,412 97,951 + 2,230 86,145 + 2,883 *
10pg/mL 0,750 £ 0,023 0,737 £ 0,031* 1,038 £ 0,045 103,970 £ 2,315 93,390 £3,105* 98,936 4,461
50pg/mL 0,779 £ 0,045 # 0,693 £ 0,011 * 0,864 + 0,051 * 108,075+ 4,496 # 87,763+1,056* 82,351 +5,132*
Fosfolipidios 100pg/mL 0,724 £ 0,011 0,720 + 0,013 * 0,711 + 0,024 * 100,365 + 1,089 91,210 +1,261* 67,749+2,414 *
150pg/mL 0,740 £ 0,020 0,695 + 0,019 * 0,815 + 0,040 * 102,612 + 1,980 88,118 £+1,948* 77,719 +4,025 *
200pg/mL 0,641 +0,010 * 0,631 +£ 0,020 * 0,767 £0,012* 88,856 £0,993*  79,932+1,986* 73,068+ 1,174 *
250pg/mL 0,605+ 0,011 * 0,556 + 0,015 * 0,723+0,020* 83,864+1,062* 70,479+1453* 68,893 +2,017 *

98

Grupos: Controle, DOX e acido graxos (10, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL), apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢do. Andlise estatistica: ANOVA, seguido do Teste de Dunnet. Os valores
correspondem a média + desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente significativa em rela¢do ao controle (p<0,05)
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34 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE POLISSACARIDEOS
3.4.1 Extracdo, purificacédo e rendimento

A partir de 5g do material seco de L. crinitus, calculou-se os rendimentos das fracdes

oriundas da extracdo e alcalina. Os resultados estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Rendimento das fracfes aquosas e alcalinasde L. crinitus.

Fracdo Rendimento Figura
Peso (mg) Porcentagem
(%, p/p)

Aquosa (FagLC) | Sobrenadante (SP) 1421,3 28,43 18A
Precipitado apds dialise (PPD) 109,1 2,18 18B
Fracdo soltvel ap6s gelo-degelo (PPGD) | 74,73 1,49 18C
Frac&o insollvel ap6s gelo-degelo 31,76 0,63 -

Alcalina (FalcLC) | Precipitado apo6s didlise (PPD) 995,6 19,91 19A
Fracdo solavel apos gelo-degelo (PPGD) | 276,87 5,54 19B
Frac&o insollvel ap6s gelo-degelo 704,14 14,08 -

p/p: peso por peso

O maior rendimento dentre todas as fracdes foi para o sobrenadante aquoso (FaqLC-
SP), com rendimento bruto de 1421,3 mg (28,43%) (Figura 18A). Em seguida, destacam-se 0
precipitado alcalino apds didlise (FalcLC-PPD) (Figura 19A), com rendimento de 19,91%, e a
fracdo alcalina insoluvel apés gelo-degelo, com 14,08%.

Figura 18. Fragdes aquosas obtidas a partir de L. crinitus. Fracdo sobrenadante aquosa — FaqLC-SP (A), fracdo
precipitada aquosa ap6s dialise — FagLC-PPD (B), fracdo sollvel aquosa ap6s gelo-degelo — FaqLC - PPGD (C).
Fonte: O autor, 2021.
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Figura 19. FracOes alcalina obtidas a partir de L. crinitus. Fragdo precipitado alcalina apés dialise — FalcLC-PPD
(A), fracdo soltvel alcalina apés gelo-degelo — FalcLC-PPGD (B). Fonte: O autor, 2021.

Em um estudo realizado por Bitencourt (2015) com os cogumelos da espécie Grifola
frondosa (“Maitake”), os rendimentos obtidos nas extra¢des variaram de acordo com a
linhagem; na extracdo aquosa a quente, para o precipitado, os valores variaram de 1,08% a
3,36% e, ap0s o processo de gelo-degelo, as porcentagens obtidas variaram de 0,11% a 0,17%.
Jé& para a extracdo alcalina, as porcentagens referentes ao precipitado foram de 2,92% a 5,64%,
e apos gelo-degelo, passaram a ser de 1,52% a 2,97%. Comparando os valores obtidos neste
presente trabalho e no estudo apresentado, nota-se que, com excecao do precipitado aquoso que
apresentou resultados semelhantes, as outras porcentagens foram superiores neste trabalho com

L. crinitus.

3.4.2.1 Doseamento de acucares totais

O conteudo de carboidratos de cogumelos inclui tanto fibras, como glucanas, quitina,
hemiceluloses e substancias pécticas, quanto carboidratos ndo fibrosos, como aglcares. As
unidades monossacaridicas presentes nos cogumelos séo frutose, manitol, sacarose, trealose,
glicose e mio-inositol (AGARWAL et al., 2019).

Os resultados do doseamento de agUcares totais estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados dos doseamentos de acUcares totais dasde fracdes de L. crinitus.

Fracdes Acucares totais (%)
FagLC-SP 8,98 + 0,04¢
FaqLC-PPD 14,40 + 0,01¢
FagLC-PPGD 14,62 +0,03¢
FalcLC-PPD 19,32 + 0,08°
FalcLC-PPGD 23,55+ 0,042

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes, pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados
sdo média * desvio padrdo (dp) (n=3); FaqLC-SP - sobrenadante aquoso de L. crinitus, FagLC-PPD - precipitado aquoso apds
didlise, FagLC-PPGD - precitado aquoso ap6s gelo-degelo, FalcLC-PPD - precipitado alcalino apds dialise, FalcLC-PPGD -
precipitado alcalino ap6s gelo-degelo.
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Quanto a analise do teor de agUcares totais, a fragdo alcalina apresentou as maiores
porcentagens, 23,55 + 0,04% para FalcLC-PPGD e 19,32 + 0,08% para FalcLC-PPD. Seguido
destes valores, as fracbes aquosas FagqLC-PPGD e FagLC-PPD apresentaram bom resultado,
respectivamente, 14,62 + 0,03% e 14,40 + 0,01%. O menor teor de carboidratos foi expresso
pela fracdo FagLC-SP, com teor de 8,98 £ 0,04%.

3.4.2.2. Doseamento de polifendis totais

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas aromaticas hidroxiladas que variam de
moléculas simples até polimeros, e ainda podem estar presentes na natureza tanto na forma livre
guanto ligados a acucares e proteinas (SOARES, 2002). Devido ao grande numero de
combinacgBes que ocorrem na natureza, uma grande variedade estrutural é gerada, sendo seus
compostos resultantes denominados polifendis. Os polifendis incluem uma grande variedade
de classes, como o dos flavonoides, acidos hidroxibenzoico, &cidos hidroxicindmicos, taninos
e acidos fenolicos (ANGELO; JORGE, 2007).

Os resultados da analise da dosagem de polifendis totais das fracGes aquosas e alcalinas
de L. crinitus estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Resultados dos doseamentos de polifendis totais das fragbes de L. crinitus.

Fracdes (LEAG.mg™)
FaqLC-SP 50,37 £ 0,402
FaqLC-PPD 15,07 £ 2,01°

FagLC-PPGD 6,80 + 0,754

FalcLC-PPD 33,70 + 3,61°

FalcLC-PPGD 6,80 + 0,794
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes, pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados
sdo média + desvio padrdo (dp) (n=3); FagLC-SP - sobrenadante aquoso de L. crinitus, FagLC-PPD - precipitado aquoso apos
didlise, FagLC-PPGD - precitado aquoso ap6s gelo-degelo, FalcLC-PPD - precipitado alcalino apds dialise, FalcLC-PPGD -
precipitado alcalino apés gelo-degelo; HEAG.mg* (micro equivalente de acido galico por miligramas de amostra).

O maior valor obtido entre todas as fracdes foi para o FagLC-SP, de 50,37 + 0,40
HMEAG.mg?. Ainda para a fragdo aquosa, FaqLC-PPD apresentou 15,07 + 2,01 HEAG.mg?, e
FagqLC-PPGD, 6,80 + 0,75 NEAG.mg. Ja para as fracdes alcalinas, FalcLC-PPD apresentou o
segundo maior valor entre todas as amostras, de 33,70 + 3,61 HEAG.mg, e FalcLC-PPGD, de
6,80 = 0,79 NEAG.mg™.

Os resultados obtidos neste estudo para L. crinitus foram superiores aos encontrados
para outras espécies, como no estudo de Oke e Aslim (2011), que demonstrou valores de 1,42
+0,01 pPEAG.mg! para Pleurotus eryngii e 13,61 + 0,09 WHEAG.mg* para Auricularia auricula-
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judae; e no estudo de Cheung, Cheung e Ooi (2003), com resultados de 0,08 HEAG.mg? de
extrato para Lentinula edodes e 0,10 PEAG.mg? de extrato para Volvariella volvacea. Em
ambas pesquisas, utilizou-se o aparelho Soxhlet e agua como solvente para a extracdo de
polifenadis.

Outro estudo com 23 espécies de cogumelos, empregando metanol como solvente,
mostrou resultados que variaram de 1,5 a 11,1 pgEAG.mg, todos inferiores aos encontrados
neste estudo com L. crinitus (MESIC et al., 2020).

Foi possivel evidenciar também, tanto para a fracdo aquosa quanto para a fracdo
alcalina, o processo de purificacdo da amostra para obtencdo de glucanas, uma vez que a cada
etapa, o teor de polifendis diminuiu significativamente.

Durante a precipitacdo com etanol (1:3, v/v), a maioria dos polifenois livres, por
possuirem menor peso molecular, permaneceram no sobrenadante (FagLC-SP), razéo pelo qual
a dosagem desta fracdo foi a maior entre todas. No precipitado, além dos polifendis ligados aos
acucares, uma pequena parte dos polifendis livres também se precipitam, mas sdo perdidos na
préxima etapa, de dialise. Portanto, ap0s este procedimento, a concentracdo de polifendis
diminui praticamente pela metade, ja que apenas os polifendis ligados aos polissacarideos ficam
retidos dentro da membrana de dialise (FaqLC-PPD e FalcLC-PPD).

Prosseguindo com a purificacao, é possivel observar a queda da dosagem de polifendis
ap6s o método de gelo-degelo devido a separacdo de polissacarideos sollveis e insoluveis.
Como a proxima fracdo de interesse é a parte soltvel (FagLC-PPGD e FalcLC-PPGD), os
polifendis contidos nesta amostra sdo apenas aqueles ligados aos polissacarideos sollveis.
Portanto, os polifendis ligados aos polissacarideos insoltveis sdo perdidos nesta etapa.

Desta maneira, pela observacdo da diminuigdo da concentracdo de polifendis doseados
apos o final de cada processo, foi possivel verificar e confirmar a purificacdo da amostra para

obtencdo das glucanas.

3.4.2.3 Doseamento de proteinas totais

A porcentagem de proteinas totais das fracGes aquosas e alcalinas de L. crinitus estdo

apresentadas na Tabela 20.
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Tabela 20. Resultados dos doseamentos de proteinas das fragGes de L. crinitus.

Fracdes Proteinas (%0)
FagLC-SP 22,38 +0,102
FagLC-PPD 15,67 + 0,29°
FagLC-PPGD 10,68 + 0,29°
FalcC-PPD 6,32 + 0,434
FalcC-PPGD 5,38 + 0,36°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes, pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados
sdo média + desvio padréo (dp) (n=3); FagLC-SP - sobrenadante aquoso de L. crinitus, FagLC-PPD - precipitado aquoso ap6s
dialise, FaqLC-PPGD - precitado aquoso apés gelo-degelo, FalcLC-PPD - precipitado alcalino ap6s dialise, FalcLC-PPGD -
precipitado alcalino ap6s gelo-degelo.

A porcentagem de proteinas totais foi maior para as fragdes aquosas, sendo FagLC-SP
a maior, com 22,38 + 0,10%, seguido FaqL.C-PPD (15,67 £ 0,29%), e FagLC-PPGD (10,68 +
0,29%). As fracGes alcalinas resultaram em menor porcentagem, de 6,32 = 0,43% e 5,38 +
0,36% para FalcLC-PPD e FalcLC-PPGD, respectivamente.

Estes resultados encontrados para os extratos de L. crinitus aproximam-se com o
encontrado na literatura para a mesma espécie de cogumelo expressos em base seca, sendo que
no estudo de Davila et al. (2020), a dosagem foi de 14,42% de proteinas e no de Bertéli et al.
(2021), de 13,3%. O mesmo pode ser observado em outro estudo com a espécie Pleurotus
pulmonarius, que resultou em valores de 14,7% (SMIDERLE, 2008).

Assim como para a dosagem de polifendis totais, a partir dos resultados obtidos dos
extratos sequenciais para proteinas totais, pode-se observar a eficiéncia do processo de

purificacdo para obtencdo das glucanas, uma vez que os valores diminuem a cada etapa.

3.4.3 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica que se baseia na existéncia da
interacdo entre o nucleo atdmico e 0s campos eletromagnéticos de origem externa, resultando
na excitacdo deste ndcleo e irradiacdo de energia quando os mesmos voltam ao estado
fundamental. A partir destes dados, pode-se realizar um estudo da estrutura e propriedades da
amostra analisada, constituindo-se, portanto, como uma das ferramentas mais essenciais e Uteis
na caracterizacdo quimica de polissacarideos (YAO et al., 2021).

Apos as analises preliminares por RMN exploratéria, a fracdo que apresentou 0s
melhores resultados foi a FalcLC-PPGD e, por esse motivo, serd a Unica fracdo em que seréo
discutidas as analises por RMN, além de ser a fracdo que apresentou o maior percentual de

acucares totais (23,55%).
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A primeira andlise realizada foi da composi¢cdo monossacaridica de FalcLC-PPGD
(Figura 20), revelando se tratar de uma glucana, uma vez que a composicdo mostrou grande
proporcéo de glicose (87,0%) seguido de menores quantidades de ramnose (7,0%) e Xxilose
(6,0%).
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Figura 20. Espectro de RMN *H da regido anomérica de FalcLC-PPGD apés hidrélise utilizado na determinagéo
da composicdo monossacaridica.

Essa quantidade de glicose é semelhante aos encontrados na literatura para outras
espécies de cogumelos, 70,2% para Macrocybe titans (SILVA, 2017) e 83,2% para Pholiota
nameko (SOVRANI, 2016) e 91,4% para L. edodes (Morales et al. 2020). A grande
porcentagem de glicose na amostra, indica a presenca de polissacarideos do tipo glucanas.
Segundo Lopez-Legarda et al. (2020) que analisou os teores de carboidratos e glucanas
presentes nas fracGes sollveis de polissacarideos intra e extracelulares de L. crinitus,
aproximadamente 10% dos polissacarideos extraidos dessa espécie de cogumelo séo glucanas,
sendo quase 90% do tipo B-glucana.

As glucanas sdo polimeros com apenas mondmeros de glicose (Glc) (ZHU et al., 2016),
incluindo a-1,4-glucana, a-1,6-glucana, B-1,3-glucana, p-1,6-glucana. Tem fungdes estrutural,

de reserva, e agdes como protecdo da hidratacdo das hifas e regulagédo a concentracéo de glicose
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extracelular, contribuindo na manutencéo do pH 6timo para as enzimas ligninoliticas (SILVA
et al., 2006).

Os glucanos constituem a parede celular de fungos e sdo os principais polissacarideos
presentes nos cogumelos (CERLETTI; ESPOSITO; IACOVIELLO, 2021). De acordo com sua
anomericidade, é possivel encontrar a-D-glucanos e 3-D-glucanos em corpos de frutificacdo de
cogumelos, embora a/B-D-glucanos mistos também tenham sido descritos (SYNYTSYA,;
NOVAK, 2013). No entanto, as glucanas de fungos sdo em sua maioria B-glucanas, com
ligagdes do tipo (1—3), e com ramificagdes em O-6. Alguns cogumelos também apresentam [3-
glucanas com ligagdes (1—4) ou glucanas em configuragdo o, mas em menor quantidade
(SMIDERLE, 2012). Vérias glucanas de cogumelos foram isoladas e caracterizadas, sendo
relatados seus efeitos imunomodulador, profilatico e antitumoral. No entanto, como ja
mencionado, os glucanos mais comumente isolados de fungos sdo os -D-glucanos, e uma
grande variedade de efeitos benéficos & salide humana foi descrita para eles, como atividades
imunomoduladoras, antitumorais, hipolipidémicas ou antimicrobianas. (MAITY et al., 2017)

As moléculas mais descritas e que tém demonstrado atividade antitumoral sdo as que
apresentam ligagdes f-(1—3) com ramifica¢do (1—6) (REN et al., 2012; KAGIMURA et al.,
2015). O lentinano, por exemplo, um polissacarideo -1,3-D-glucano de alto peso molecular
com ramificagdes B-1,6-glicopiranosideos isolado de L. edodes, mostrou uma notéavel atividade
anticancerigena mediada pelo hospedeiro, dependendo da presenca de sintomas tipicos
(ZHANG etal., 2011)

A estrutura macromolecular dos B-glucanos de cogumelos consiste em mondmeros de
D-glicose ligados por ligagdes glicosidicas do tipo  em duas posi¢des diferentes, 1,3 e 1,6,
responsaveis pela estrutura linear e pela ramificacdo principal, respectivamente; nos a-
glucanos, proporcionalmente menos frequentes nos cogumelos, os polimeros contém ligacdes
do tipo a. Os B-glucanos de levedura possuem estruturas semelhantes as dos fungos, sendo as
ligacdes 1,3 mais frequentes (cerca de 85%), em relacdo a 1,6. Embora todos os B-glucanos
sejam semelhantes em termos de tipo de ligacBes glicosidicas que ligam as moléculas de
glicose, os acimulos estruturais dos -glucanos variam em comprimentos de cadeia, posi¢oes
de ligacdo glicosidicas, grau de ramificacdo e estruturas tridimensionais (CERLETTI,
ESPOSITO; IACOVIELLO, 2021).

Ainda, Manzi e Pizzoferrato (2000), por meio de seu estudo com os géneros Pleurotus
e Lentinula, demonstrou que as B-glucanas presentes nos cogumelos apresentam diferentes
graus de afinidade com a agua, provavelmente devido a diferencas na estrutura e peso molecular

e grau de polimerizacéo.
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A amostra obtida da fragdo alcalina apds o processo de purificacdo por gelo e degelo
(FalcLC-PPGD) apresentou sinais caracteristicos de uma B-1,3-glucana com ramificagdes no
C-6. Os deslocamentos quimicos de H1 anomérico ficaram entre 4,53-4,42 ppm, a regido de
ressonancia de C1, entre 102,6-103,8 ppm e o sinal de C-6 substituido, a 69,0 ppm. (CUl et al.,
2000; XU et al., 2012; KONO et al., 2017; ZHANG et al., 2018; MAITY et al., 2019). As

Figuras 21 e 22 e a Tabela 21 apresentam estes resultados.
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Figura 21. Espectro de RMN *H da regido anomérica de FalcLC-PPGD.
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Figura 22. Espectro de RMN 3C de FalcLC-PPGD.

Morales et al., 2020 isolou trés glucanos diferentes a partir do cogumelo L. edodes,
sendo um ramificado (1—3), (1—6)-p-D-glucano, um linear (1—3),(1—6)-B-D-glucano 3)-a-
D-glucano e uma fragdo mista composta principalmente por um (1—6)-p-D-glucano linear com
baixos niveis de (1—3)-B-D-glucano. Neste trabalho, o espectro de uma das fracdes apresentou
sinais intensos em & 102,4/4,43; 102,6/4,27 e 102,8/4,17, confirmando a configuragdo B de D-
Glcp e a 85,9/3,39 ppm em relacédo a substituicdo O-3 de unidades B-D-Glc p. Em outra fragéo,
também foi observado os sinais em 102,1/4,41 e 102,7/4,17 de B-D-Glcp.

A Tabela 21 apresenta uma comparagdo com os deslocamentos quimicos de RMN *H e
13C da fracdo FalcLC-PPGD com os de uma B-glucana isolada de Aureobasidium pullulans, o
gue permite sugerir que existe uma boa correlacéo entre os deslocamentos quimicos de FalcLC-
PPGD e de uma amostra de f-glucana com estrutura ja estabelecida.
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Tabela 21. Dados de RMN de *H e *C da fracéo alcalina de L. crinitus apés processo de gelo-degelo (FLC-PPGD) em comparagiio com B-glucana isolada de A. pullulans.

Origem Unidade de aglcar (*H/*C) Referéncia
H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6 (H6°)/C6
B-glucana —3)-p-Glep- (1— 4,54/102,7 3,34/72,5 3,51/86,3 3,29/68,4 3,32/76,1 3,73 (3,49)/60,7
A. pullulans —3,6)- B-Glep-(1— 4,55/102,6 3,37/72,3 3,51/85,8 3,34/68,2 3,54/74,6 4,08 (3,59)/68,3 KONO et al.,
B-Glcp-(1— 4,25/102,8 3,04/73,4 3,21/76,2 3,12/70,1 3,15/76,4 3,71 (3,53)/60,9 2017
—3)-p-Glep- (1— 4,53/102,7 /73,2 - /68,7 - /60,7
L. crinitus —3,6)- B-Glep-(1— 4,53/102,5 /73,1 - /68,1 /74,3 /69,0

B-Glcp-(1— 4.23/103,2 1733 /76,5 /69,8 - /60,8
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Portanto, baseados nos dados anteriores, pode-se sugerir que a fracdo FalcLC-PPGD
trata-se de uma B-glucana com uma cadeia principal com ligacdes -1—3 ramificada com
unidades de glicose com ligacao -1—6, comprovando a eficicia na extragdo e isolamento das
glucanas de L. crinitus.

Foi possivel avaliar quimicamente o material obtido a partir das extragdes aquosas e
alcalinas de L. crinitus. Os ensaios de espectofotometria de UV-Vis permitiram comprovar o
processo de purificacdo para obtencdo das glucanas e sugerir a presenca deste polissacarideo
nas fracOes, que foi posteriormente evidenciada pelas analises de RMN. Esta analise indicou
que a fragdo mais purificada do processo de extragao se trata de uma f-glucana com uma cadeia
principal com ligacdes -1—3 e ramificada com unidades de glicose com ligagao -1—6.

Desta maneira, a possibilidade de extracdo e isolamento de glucanas a partir de L.
crinitus implica no aumento do valor agregado deste cogumelo, que pode ser utilizado como
fonte deste polissacarideo para aplicacBes diversas, tanto em industrias farmacéuticas quanto

de nutracéuticos.

3.5  ANALISE DA FRACAO SOBRENADANTE POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (RMN) E UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS

A analise de RMN de 'H foram realizadas para caracterizar o perfil dos compostos
majoritarios presentes na fracdo sobrenadante aquosa de L. crinitus (FagLC-SP). A analise da
fracdo sobrenante por Ressonancia Magnética Nuclear mostrou sinais caracteristicos de
carboidratos entre 4,20 e 3,30 ppm. Foi observado no espectro a regido anomérica (Figura 23,
B), os sinais em 6 5,6 a 4,2, que correspondem os sinais das formas a ¢ 3 de moléculas livres
dos agucares presentes. Os sinais em 6 5,21 (d, J = 3,9 Hz) e 4,66 (d, J = 7,94 Hz) correspondem
as formas o e 3 anoméricas do H1 da glicose, respectivamente. A intensidade do sinal 6 5,21 ¢
um indicativo que os carboidratos sdo 0s componentes majoritarios na amostra.

Os sinais atribuidos nos espectros de RMN de H (Figura 23, A), indicaram a provavel
presenca de acidos fenolicos e flavonoides, devido a abundancia de sinais de hidrogénio da
hidroxila fenolica (OH) (6 9,0 e 4,0) e da regidao aromatica (6 8,5 e 6,0) (NERANTZAKI et
al.,2011; PRESTES et al., 2012). Esse resultado € condizente com o doseamento de polifendis,
em que a fracdo FagLC-SP apresentou a maior quantidade de composos fenolicos, com 50,37
HEAG.mg?. Os compostos fendlicos representam uma classe ampla, comumente constituida
por substancias que possuem em suas estruturas um anel aromatico ligado a grupos hidroxilas.
De acordo com Pavia et al. (2014), os hidrogénios ligados a aneis aromaticos sao encontrados

em uma regido especifica 6 8,0 a 6,5.
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No entanto, a regido de 6 8,5-6,0 (Figura 23, A) ppm também esta relacionada com
carbonos aromaéticos de aminoacidos. Ja a regido entre & 3,5-0,5 ppm esta associada com
carbonos alifaticos dos aminoacidos (Figura 23, D). Apds analise da expansdo do espectro
(Figura 23, C) referente a regido dos aminoacidos aromaticos, foi possivel atribuir alguns dos
sinais aos aminoacidos triptofano e tirosina, conforme também foi demonstrado no trabalho de
Menecucci et al. (2015). Os mesmos autores, também demonstraram em seu trabalho sinais de
carboidratos entre 4,20 e 3,30 ppm e um dupleto que foi atribuido ao hidrogénio H1 ligado ao
carbono anomérico em 5,34 ppm, podendo estar associado a sacarose. No entanto, no presente
trabalho, provalmente esta relacionado a trealose, pois a sacarose € formada por uma unidade
de glicose e uma unidade de frutose, diferente da trealose, que é constituida por duas unidades
de glicose. Bertélli et al. (2021a), demonstrou que a trealose representa mais do que 80% dos
acucares soluveis totais no basidiocarpo de L. crinitus, sendo observado em quantidades
menores a presenca da sacarose e do manitol. A trealose é o principal carboidrato dos fungos,
principalmente porque a glicose por transporte ativo € convertida em trealose (CHANG;
MILES, 2004).
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Figura 23.Espectro de RMN *H da fragdo sobrenadante aquosa de L. crinitus (FagLC — SP). Regido aromatica
(A); regido anomeérica (B); regido dos aminoacidos aromaticos (C); regido dos aminodacidos alifaticos (D).
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A partir da hidr6lise da amostra, foi possivel determinar a composi¢cdo monossacaridica
(Figura 24). A porcentagem de cada integral foi calculada para evidenciar a proporcao de cada
monossacarideo presente na amostra. Os valores obtidos foram 1,00 (a-Glc), 0,22 (B-Glc) e
0,26 (o-Fuc). Estes valores foram somados a fim de obter o valor total de integracgéo,
correspondente a 100 %, sendo o valor de 1,48. A partir deste valor, a proporcionalidade entre
as integrais pode ser definida. A analise da composi¢do mostrou que o aglcar predominante é
a glicose, correspondendo a 82,43 % (a. ¢ B), € em menores quantidades a fucose (17,57%). A
composicao de glicose acima de 80% é condizente com o trabalho de Bértelli et al. (2021), que
como mencionado acima, demonstrou que a trealose (dissacarideo de glicose) representa mais

do que 80% dos agUcares soluveis totais no basidiocarpo de L. crinitus
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Figura 24. Espectro de RMN *H da regido anomérica fracdo sobrenadante aquosa de L. crinitus (FagLC — SP)
apos hidrdlise para determinacgdo da composicdo monossacaridica.

Em concordéncia com a analise de RMN, a analise cromatografica também possibilitou
verificar a presenca de acucares, aminoécidos e compostos fenolicos, permitindo realizar a

identicacdo destes compostos (Tabela 22). Foram identidicados 29 compostos.
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Tabela 22. Compostos identificados por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS na fracdo sobrenadante aquosa de L. crinitus
(FagLC — SP)

Compostos # FM MM (m/z) Classe quimica
AcUcares

Glicose (G) 59 CsH1206 180,0628 Monossacarideo
Ramnose 60 CeH1205 164,0679 Monossacarideo
Manitol 61  CeHuO: 182,0784 Polidl

Trealose (G-G) 62 Ci12H2,011 342,1153 Dissacarideo
G-G-G - C7Hg04 154,0266 Trissacarideo
G-G-G-G - CoHsgO3 164,0473 Tetrassacarideo
Aminoacidos

Alanina 63 C3H7NO; 89,0471 Alifatico

Serina 64  CsH7NOs 105,0420 Alifatico

Prolina 65  CsHsNO: 115,0627 Alifatico

Valina 66  CsH1:NO» 117,0784 Alifatico

Cistéina 67  CsH/NO2S 121,0192 Alifatico

Leucina ou Isoleucina 68 CesH13NO2 131,0940 Alifatico
Asparagina 69  C4HsN203 132,0529 Alifatico
Glutamina 70 CsH1oN203 146,0685 Alifatico

Acido glutamico 71 CsHoNO4 147,0526 Alifatico

Histidina 72 CsHiINO,S  149,0505 Alifatico
Fenilalanina 73 CoH11NO3 165,0784 Aromético
Tirosina 74 CoH1:NO3 181,0733 Aromético
Triptofano 75 C11H12N202 204,0893 Aromaético
Metionina 76 CioH2204 230,1518 Alifatico
Compostos fenolicos e acidos organicos

Fenol 77 CsHsO 94,0413 Composto fendlico
Acido fumérico 78 C4H404 116,0104 Acido organico
Acido benzoico 79 C7H6O2 122,0362 Composto fendlico
Acido malico 80  C4HeOs 134,0209 Acido organico
Acido salicilico 81 C-7HeO:s 138,0311 Composto fenolico
Acido protocatecuico 82 C7H604 154,0260 Composto fenolico
Acido p-cumérico 83  CgHgOs 164,0467 Composto fendlico
Acido vanilico 84 CgHsO4 168,0417 Composto fenolico
Acido gélico 85  C7HeOs 170,0209 Composto fendlico
Acido citrico 86  CsHsO; 192,0264 Acido organico

FM: Formula molecular; MM: Massa molecular; G: Glicose

Dentre os acucares, foi possivel identificar os monossacarideos glicose (59), ramnose (60)
e 0 manitol (61), que é um poliodl. Além de monossarideos, foi identificada a presenca da
trealose (62), que consiste em um dissacarideo de glicose. Foi observado o ion em m/z 341,1012
[M-H]", m/z 343,1216 [M+H]*, m/z 365,1031 [M+Na]" e m/z 381,0773 [M+K]". Foi observada
também a presenca de um trissacarideo (m/z 505,1739) e um tetrassacarideo (m/z 667,2258),
evidenciando a presenca de oligossacarideos na amostra. Considerando a composi¢do
monossaridica, em que a glicose corresponde a mais de 80%, provalmente o trissacarideo e 0

tetrassacarideo sdo formados por unidades de glicose. Dentre as possibilidades de trissacarideos
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e tetrassacarideos, tem-se a rafinose e a estaquiose, respectivamente. No entanto, a rafinose é
um trissacarideo formado por a-galactose, a-glicose e B-frutose, enquanto a estaquiose é um
tetrassacarideo formado por duas unidades de a-galactose, uma unidade de a-glicose e uma
unidade de B-frutose. Como observado na andlise da composicdo monossacaridica, os dois
monossarideos identificados foram a glicose e a fucose, logo € descartada a possibilidade de se
tratar destes oligossarideos, refor¢cando que séo olissacarideos de glicose.

Em relacdo aos aminoacidos, foi possivel identificar 14 compostos, alifaticos e
aromaticos. Dentre os alifaticos foram identificados: alanina (63), serina (64), prolina (65),
valina (66), cisteina (67), leucina ou isoleucina (68), asparagina (69), glutamina (70), acido
glutdmico, (71), histidina (72), metionina (73); dentre os arométicos: fenilalanina (74), tirosina
(75) e triptofano (76). Machado et al. (2015), também encontrou esses aminoacidos na biomassa
do L. crinitus. Neste trabalho, os aminoacidos predominantes foram o &cido glutdmico (4,00-
4,41 mg/100g de proteina), &cido aspartico (2,49-2,57 mg/100g de proteina), serina (1,52-1,83
mg/100g de proteina), glicina (1,24-2,28 mg/100g de proteina), arginina (1,47-2,28 mg/100 g
de proteina), alanina (1,11-1,78 mg/100 g de proteina), valina (1,25-1,55 mg/100 g de proteina),
leucina (0,93-2,07 mg/100 g de proteina) e lisina (1,33-1,85 mg/100 g de proteina)

Dentre os aminoacidos identificados, 6 sdo considerados essencias, ou seja, que 0S
humanos ndo conseguem sintetizar, a saber: histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
triptofano e valina. Os cogumelos constituem uma fonte de nove aminodcidos essenciais
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina)
(YUWA-AMORNPITAK; BUTKHUP; YEUNYAW, 2020).

Como observado, o sobrenadante aquoso de L. crinitus apresentou a maior porcentagem
de proteinas totais, com 22,38%. Segundo Singh et al. (2008), os cogumelos com alto teor de
proteina também mostram altos niveis de aminoacidos essenciais. As proteinas que contém
todos 0s aminoacidos essenciais, nas quantidades necessarias para atender as necessidades, sdo
conhecidas como proteinas completas, e aquelas que sdo deficientes em um ou mais
aminoécidos essenciais sdo chamadas de proteinas incompletas (GONZALEZ et al., 2020).
Diante disto, os cogumelos comestiveis representam uma opcdo vidvel para a obtencdo de
proteinas de alta qualidade, uma vez que a maioria deles possui um perfil completo de
aminoacidos essenciais (BACH et al., 2017).

Tambem foi possivel identificar a presenca de 7 compostos fendlicos (Fenol (77), acido
benzoico (79), acido salicilico (81), acido protocatecuico (82), acido p-cumarico (83), acido
vanilico (84) e acido galico (85)) e acidos organicos (acido fumarico (78), acido malico (80) e
acido citrico (86) (Figura 25).
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Figura 25. Compostos fendlicos presentes na fracdo sobrenadante aquosa de L. crinitus (FagLC— SP)

Nos extratos de cogumelos, os componentes fendlicos mais importantes encontrados
sdo: a catequina, o &cido caféico e o acido galico (85) (OKE; ASLIM, 2011), sendo este Gltimo
um dos compostos com alta capacidade antioxidante dentre varios outros polifendis (GALATO
et al., 2001). Segundo Kalac (2013), os acidos protocatecuico (82), p-cumarico (83), vanilico
(84) e galico (85), geralmente sdo detectados em cogumelos. Nam et al. (2021), também
encontrou no extrato de L. edodes, os acidos benzoico (79) e galico (85)

A ocorréncia de 4acidos fendlicos, incluindo é&cidos cafeico, p-cumarico, galico,
cinamico, protocatecuico, feralico, clorogénico, sinapico, p-hidroxibenzoico, vanilico,
salicilico e siringico, bem como compostos flavondides foram relatados a partir de extratos de
espécies de cogumelos (YAHIA, GUTI ERREZ-OROZCO; MORENO PEREZ, 2017,
BAHADORI et. al. 2019; MUTUKWA et al. 2019).

3.6  ATIVIDADE PREBIOTICA

Quando as amostras foram testadas em L. fermentum o extrato que apresentou a melhor
atividade foi FagLC-PPGD com densidade dptica (DO =A 600 nm) de 0,77 + 0,12, se igualando
ao controle inulina 0,72 + 0,14, sem diferencga estatistica entre eles (p>0,05). Os extratos
FagLC-SP (0,21 £ 0,14) e FalcLC-PPGD (0,21 + 0,04), apresentaram resultados semelhantes
com o padrdo FOS (0,40 + 0,01).
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Frente ao microrganismo L. paracasei o FagLC-SP a melhor potencial nos testes, com
1,23 + 0,08 de DO (p>0,05), apresentando resultados superiores a Inulina (1,09 £ 0,05) e FOS
(1,01 + 0,03). Seguidos por FagLC-PPGD e FalcLC-PPGD (DO = 0,79 £ 0,06 e 0,26 £ 0,07,
respectivamente; p>0,05), Figura 26.

Na fermentagdo com L. acidophilus, os trés extratos ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si (FalcLC-PPGD: 1,21 £ 0,10; FagLC-PPGD: 1,18 + 0,01; FaqLC-SP: 0,98
+ 0,11), porém ndo foram melhores que a Inulina 1,74 + 0,01 e FOS 1,52 + 0,01 (p>0,05).
Quando as amostras foram cultivadas com a cepa de L. brevis as DO foram para FagLC-PPGD
de 0,99 + 0,04, sendo estatisticamente iguais a FOS 0,92 + 0,03 e Inulina 0,83 + 0,04 (p>0,05),
resultados seguidos por FalcLC-PPGD 0,45 + 0,18 e FagLC-SP 0,22 + 0,07).

E por fim, quando os extratos foram analisados na fermentacdo de B. coagulans os
resultados obtidos foram: Inulina com DO de 1,62 + 0,14, FOS 1,55 + 0,13, sendo mais ativos
que os extratos, FalcLC-PPGD 1,33 * 0,06, FaqLC-PPGD: 1,22 + 0,17 e FaqLC-SP: 0,66 +
0,11 (Figura 26).
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Figura 26. Fermentabilidade de extratos de L. crinitus por cepas de lactobacilos e B. coagulans

Com estes resultados, os extratos que apresentaram a melhor agdo fermentativa para as
cepas testadas, foram FalcLC-PPGD e FaqLC-PPGD. Estes resultados sdo justificados pelas
maiores concentragbes de agucares totais presentes nestes extratos (23,5 e 14,6%,
respectivamente; Tabela 18).

As medidas de pH nos meios de cultura fermentados (Figura 27), os resultados mais
expressivos foram obtidos com o extrato FagLC-SP junto as cepas L. fermentum, L. paracasei
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e L. brevis com pH de 6,06 + 0,09, 5,11 £ 0,09, 6,06 + 0,09, e 5,98 £+ 0,01, respectivamente, em
comparacéo a todas as amostras testadas e aos padrdes (p>0,05). Frente as cepas L. acidophyllus
e B. coagulans o extrato FagL.C-SP apresentou resultados similares aos controles Inulina e FOS,
com pH de 5,09 + 0,15, e 5,99 £ 0,02, respectivamente.

Essa redugdo no pH nos meios de cultura, evidencia uma maior producéo de &cidos de
cadeia curta, com a fermentagdo dos microrganismos, utilizando os extratos como fonte de
carbono. Neste ensaio, a amostra que se demostrou com potencial prebidtico na reducéo do pH,
e producdo de &cidos, foi o0 extrato FaqLC-SP, convergindo em parte com 0s encontrados com

os resultados de DO.
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Figura 27. Mensuragdo do pH dos meios de culturas ap6s o cultivo cepas de lactobacilos e B. coagulans com os
extratos de L. crinitus.

Este € o primeiro relato das acBes prebidticas com extratos polissacaridicos do cogumelo
L. crinitus, apontando diversas aplica¢fes para esta cultura in vitro, sendo uma fonte renovavel
e de producdo em larga escala, no qual no futuro pode ser desenvolvido um produto alimenticio
com aces prebidticas.

O efeito prebiotico de cogumelos € um tema de crescente interesse no campo da nutricao
e salde humana e animal. Os prebidticos sdo substratos seletivamente utilizados por
microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a saide (GIBSON et al., 2017). Os
prebiodticos podem ser categorizados em varios grupos com base em seu desenvolvimento e
status regulatério. Inulina, galactooligossacarideos, frutooligossacarideos e lactulose séo
amplamente reconhecidos como prebidticos bem estabelecidos. Xilooligossacarideos,

isomaltooligossacarideos, quitooligossacarideos e lactosucrose se enquadram na categoria de
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"prebiodticos emergentes”, indicando seu crescente reconhecimento e potencial. Rafinose,
neoagarooligossacarideos e epilactose estio atualmente “em desenvolvimento”, sugerindo
pesquisas em andamento e refinamento de seu status prebidtico. Além disso, outras substancias
como oligossacarideos do leite humano, polifendis, acidos graxos poli-insaturados, proteinas,
hidrolisados de proteinas e peptideos sdo considerados “novos candidatos” (CARDOSO et al.,
2021).

Os cogumelos (Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes) podem modificar
significativamente a composicdo da flora intestinal, promovendo o metabolismo e a
proliferacdo de microrganismos benéficos, como Lactobacilos e Bifidobactérias, bem como
inibindo bactérias patogénicas, como Escherichia coli, Clostridium e Salmonella (ZHOU et al.,
2011). Os principais componentes que desempenham a funcao prebidtica nos cogumelos sdo o0s
polissacarideos ndo digeriveis, como glucano, quitina e heteropolissacarideos. Os cogumelos
também previnem infec¢Bes virais, aumentando o crescimento de bactérias probioticas no
intestino grosso (VILLARES; MATEO-VIVARACHO; GUILLAMON, 2012)

Virios polissacarideos de cogumelos como pleurano, lentinano, esquizofilano, § e
aglucanos, mananos, xilanos, galactanos, quitina, inulina e hemiceluloses podem ser creditados
como efeitos prebidticos promissores. Pleurana de cogumelos ostra (Pleurotus ostreatus) e
lentinana de cogumelos Shiitake (Lentinula edodes) sdo atualmente os B-glucanos mais
frequentemente utilizados como prebioticos (SINGDEVSACHAN et al., 2016).

Atualmente, a selecdo de substancias prebioticas confirmadas permanece limitada, com
galactanos e frutanos (como a Inulina) dominando amplamente o mercado. No entanto, a busca
para estimular um espectro mais amplo de organismos comensais tem impulsionado o
desenvolvimento de novos candidatos a compostos prebidticos. Espera-se que esses compostos
englobem substancias a base de carboidratos derivadas de cogumelos, semelhantes aos
prebidticos tradicionais, como a Inulina (CUNNINGHAM et al., 2021).

As espécies de cogumelos possuem a notavel capacidade de produzir uma quantidade
substancial de fibras, carboidratos fermentaveis, compostos fendlicos, incluindo acidos
fenolicos, glicosideos e flavondis, acidos graxos, bem como outros compostos bioativos (AIDA
et al., 2009; CHOU et al., 2013; MOHAN et al., 2022). Dada a sua rica abundancia nos
compostos mencionados, a fermentacdo surge como uma abordagem atraente para aproveitar
seu potencial em diversos campos, inclusive oferecendo beneficios relacionados a satde. Essas
plantas abrigam uma variedade de carboidratos fermentaveis que podem ser facilmente

metabolizados por microrganismos benéficos.
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Nesse contexto, a fermentacdo tem sido apontada como uma estratégia promissora de
valorizacdo das espécies de fungos (AIDA et al., 2009; CHOU et al., 2013; MOHAN et al.,
2022). No entanto, o escopo dos estudos realizados até agora foi restrito a um numero limitado
de espécies, destacando a necessidade de mais pesquisas para explorar o potencial da

fermentagdo como uma estratégia abrangente de valorizagdo

CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos, o L. crinitus € uma excelente fonte de &cidos graxos,
demonstrando que o basidiocarpo de L. crinitus apresenta concentracdes altas de acidos graxos
insaturados, sobretudo de poli-insaturados (AGPI), sendo o acido linoleico poli-insaturado
predominante em todas as amostras analisadas. Isto demonstra que embora os cogumelos
apresentem baixas quantidades de lipidios, como foi demonstrado através da composi¢do
centesimal, a sua qualidade de lipidios é boa, constituida principalmente por AGPI. Além disso,
o EBL e fracdes (LN, GL e FL) apresentaram atividade antileishmania contra as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e antiproliferativa contra as contra as linhagens
celulares MCF-7 e HepG2/C3A, demonstrando seu potencial bioldgico.

Em relacdo aos polissacarideos, a caracterizagdo quimica da ultima fracdo obtida foi
analisada por RMN e revelou a presenca de uma B-glucana com cadeia principal com ligacdes
B -1—3 e ramificada com unidades de glicose com ligagdo f-1—6, demonstrando atividade
prebidtica. Esse resultado tem uma grande relevancia, pois varias glucanas de cogumelos tem
tem demonstrado efeitos imunomodulador, profilatico e antitumoral, sendo que as moléculas
mais descritas e que tém demonstrado atividade antitumoral s&o as que apresentam ligacdes -
(1—3) com ramificac¢do (1—6), como a obtida neste trabalho.

Nas andlises por UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS, foram identificados compostos
fendlicos, é&cidos organicos, aminoacidos, A&cidos graxos, cromononas € Ccompostos
sesquiterpénicos, sendo muitos compostos relatados pela primeira vez na espécie. Além disso,
a analise de composicdo centesimal demonstrou que o cogumelo L. crinitus é rico em
carboidratos e proteinas, demonstrando potencial nutricional, bem como a possibilidade de ser
usado como um alimento funcional.

A anélise da fracdo sobrenadante por RMN e UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS, demonstrou
que essa fragdo é rica em proteinas, carboidratos, compostos fenolicos e aminoacidos. Dentre
os cardoidratos, foi possivel observar a presenca de dissacarideos e oligossacarideos,

destacando a presenca da trealose que é um dissacarideo predominante na espécie. Também foi
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observado uma grande variedade de aminoacidos, sendo que dentre 0s aminoacidos
identificados, 6 sdo considerados essencias (histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
triptofano e valina). Além do potencial quimico, essa fracdo também demonstrou ser um bom
prospecto em relacdo a atividade prebidtica.

Portanto, conclui-se que os extratos e fragdes de L. crinitus sdo fontes importantes para
obtencdo de compostos bioativos com potencial bioldgico e nutricional.
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Abstract

Lemshmaniasis is a discase that affects millions of people and & an important public health probiem. The aim of this study
was to charactenize and evaluale the ir vitm activity of lipid fractions from Lemtisues crimitus {L.) Fr., Polyporales, basidiocarp
against the promastigote and amastigote forms of Lesshmantia amazonensis, A lipid crode extract was obtamed by maceration,
which was then separated into neutral lipids, glycolipsds, and phospholipids by column chromatography. The crude extract
and fractions were analyzed and quantified by gas chromatography and then evaluated for in vitro antileishmanial activity
and cytotoxicity against JT74A | macrophages. Linoleic, palmitic, and oleic acids were idemtified a5 the main components
of the crude extract and fractons. The neutral hpids. giycolipids, and lipid crude extract were able to inhibit L amazonen-
sis growth, with IC, values of 56.18 pg/ml with a selectivity index (SI) of 1.06, 96.57 pg/ml (S, 1.64), and 146.49 pgim]
(SI, 082}, respectively, for promastigotes. and 2240 pefml (S, 2.67), 38.63 pg/ml (SL, 1.58), and 77.67 pg/ml (S1, 4.10),
respectively. for amastigotes. The data indacated that the L. crinitus basidiocarp is rich in polyuasaturated fatty acids, being
un excellent source of linoleic acid (174.66-838.24 mg/100 ). palmitic acid (48.16-189.78 mg/100 g), and oleic acid
(21.85-125.25 mg/100 g). Furthermare, the crude extract and fractions proved to be more active against amastigode forms
and more selective towands the parasites than the host cells. These results ane the first report of antileishmanial activity of
zpid fractions from L cramitus basidiocarp and provide a significant basis for further investigahion into the action of these
fractions in the treatment of leishmaniasis.

Keywords Basidiomycete - Gas chromatography - Linolesc acid - Polyunsaturated fatty acids - Mushooms - Selectivaty
inclex

Introduction

B2 Anklo koé Braz de Oiveira Leishmanizsis is 2 group of diseases caused by moce than 20
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species of the protozoan parasite of the Leishmania gesus,
According to the World Health Organization, lesshmaniasis
is endemic 10 98 countries and termtories and is associated
with a weak immume system. malnutrition, population dis-
placement, precarions housing, and lack of resparces, mainly
affecting people in Africa, Asia, and Latin America. There
are three main chinical forms of leishmaniasis: visceral leish-
maniasis VL), cutaneous leishmaniasis (CL), and mucoco-
tancous leishmamiasis (ML) (WHO 2022).

Currently, treatment for keishmaniasis s maimly based on
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Figura S1. Cromatogramas obtidos pelo CG/DIC do Extrato Bruto Lipidico (EBL), e frages Lipidios Neutros (LN), Glicolipidios e Fosfolipidios (FL) de L. crinitus, demonstrando
os 4cidos graxos majoritarios nas amostras. Acido miristico (8), 4cido palmitico (11), acido linoleico (15), &cido oleico (17), acido elaidico (19) e 4cido estearico (20)
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Tabela S1. Compostos identificados por UPLC-HRMS no extrato bruto metanolico e fragdes de L. crinitus.

137

Composto # FM Massa exata m/z lon precursor m/z Erro (ppm) tr (mMin) lons fragmentos Amostras Referéncias
Acido latico 35 C3HeOs 90,0311 89,0233 [M-H]- 0 1,95 89 FDCL MSBNK-Metabolon-MT000003
< . 115, 0028 [M-H] 1,73 EBML
36 .
Acido Sucinico C4H40;4 116,0723 1150030 [M-H] 348 2,33 73; 99 FHML HMDB0000134
Acido 2-hidroxi-2-metilbutirico 37 CsH1003 118,0624 117,0550 [M-H] 3,42 7,34 99; 116 FDCL HMDB0001987
. . 121,0291 [M-H] 5,78 4,16 93; 95; 108; 119; 120; EBML
38
Acido benzoico C7Hq0, 122,0368 1210287 [M-HJ 248 775 121 FDCL HMDB0001870
‘< ) 133,0134 [M-H] -3,75 EBML
39 . 79. 90
Acido malico C4HOs 134,0215 1330134 [M-H] 375 1,75 71; 72; 89; 115 FHML HMDB0000744
o . 137,0236 [M-H] 2,19 7,56 Can 1m0 EBML
. 40
p-hidroxibenzoico C/HeO3 138,1220 137,0231 [M-H]' 1,46 743 93; 94; 109; 137 FDCL HMDBO0001895
. S 147,0292 [M-H] 2,72 85; 87; 99; 101; 103; EBML
i - 41
Acido alfa-hidroxi-glutarico CsHg0s 148,1142 147,0291 [M-H]- -2.04 1,99 129 FHML HMDBO0059655
L 42 CeHoN3O, 155,157 156,0756 [M+H]* 7,04 1,01 Cam. oc. . EBML
Histidina 156.0760 [M+H]* 4.48 0.99 83; 93; 95; 110; FHML WANG et al. (2010)
Acido pimélico 43 C/H1,0, 160,0730 159,0653 [M-H] -1,04 7,36 85; 112; 115 FDCL MSBNK-Keio_Univ-K0001652
] 163,0395 [M-H] 3,68 7,71 EBML
Acido p-cumarico 44 CoHgOs 164,0468 163,0389 [M-H] 0 7,69 119; 120; 147 FDCL HMDB0030677
163,0381 [M-H] 4,91 7,66 FHML
Acido fenil-lactico 45 CoHi0Os 166,0624 165,0542 [M-H]- 242 788 93103 11123 134; 147, oL HMDB0000563
Acido caféico 46 CoHgOs4 180,1590 161,0234 [M-H20-H]- 1,69 15,54 117 EBML HMDB0001964
Tirosina 47 CoHuNO; 181, 0739 182, 0804 [M+H]* 3,84 150 7% 00 119 EBML HMDBO0000158
187, 0971 [M-H] -3,74 7,82 07 11 A 15o 1oL, EBML
Acido azelaico 48 CoHieOs 188,1043 187, 0962 [M-HJ 1,07 785 88, 97'112%5‘_"'153' 125, FDCL HMDB0000784
187,0957 [M-H] -3,74 7,75 ' FHML
Acido citrico 49 CsH3gO- 192,1237 191,0188 [M-H] -1,04 1,96 85; 87; 111; 129 EBML MSBNK-Keio_Univ-KO000382
o L N 79; 87; 96; 108; 124; FDCL
Acido ferdlico 50 C10H1004 194,1860 195,0636 [M+H] 6,15 7,03 135: 139: 151; 179 MoNA (PS103901)
Acido siringico 51 CoHi10Os 198,0522 197,0440 [M-HJ 253 750 %6123 113882 150; 166; FDCL Bruker HCD_library000672
Acido sebatico 52 C1oH1504 202,1199 201,1117 [M-H] 1,99 7,95 111; 139; 155; 183; 201 FDCL HMDB0000792
6-metoxi-2,2-dimetilcroman-4-ol 53 CyuHiOs 208,1094 20,1154 [M+H]* 0,94 9,04 7793 101 125138, FDCL ABRAHAM E ABATE (1995)
3-Hidroxi-6-metoxi-2,2-dimetil-4-cromanona 54 C12H1404 222,0887 221,0806 [M-H]- 0,90 8,80 108; 134; 135; 149; 177 FDCL ABRAHAM E ABATE (1995)
81; 93; 105; 119; 128; .
Hipnofilina 55 C1sH2005 248,1407 249,1473 [M+H]* 4,82 7,28 137; 143; 149; 161; FDCL Q%F;i';AA':\/'A EEQBBQTTEE ((11%%1))
167; 173; 186; 199
O é4cido 13-hidroxioctadecadienéico 56 296,2351 295,2262 [M-H]- 1,69 11,11 . . FDCL
CisH3,0; 295 2255 [M-H]- 406 1154 277; 278; 295 FHML MoNA (PR309089)
Acido corcorifatico F 57 CigH3,05 328,2244 327, 2152 [M-H]- 4,28 7,96 99; 139; 171; 211; 229 FDCL HMDB0035919

FM: Férmula molecular; Tr: Tempo de Retencdo; EBML: Extrato bruto metanélico; FDCL: Fragao diclorometano; FHML: Fracdo hidrometanolica.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H8O3
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CAPITULO 3

Caracterizacdo quimica e atividade biologica

de Ganoderma stipitatum
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RESUMO

Ganoderma stipitatum é um cogumelo que pertence a familia Ganodermataceae, com distribuicdo em
paises como Brasil, Peru, Bolivia, Venezuela e india. O objetivo do trabalho foi determinar o perfil
guimico e as diferentes classes de compostos bioativos e avaliar o potencial bioldgico e nutricional do
cogumelo Ganoderma stipitatum. Os lipidios foram extraidos por meio da medologia Bligh e Dyer
(extrato BD-C), Bligh e Dyer substituindo o cloroférmio pelo diclorometano (extrato BD-D) e por
maceragdo com cloroférmio (M-C) e diclorometano (M-D). Os lipidios do M-C foram separados em
lipidios neutros (NL), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (PL) por cromatografia em coluna. Os
compostos hidrofilicos foram extraidos por maceracdo com metanol seguida de particdo com
diclorometano. As amostras foram analisadas quimicamente por Ultra-high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight tandem mass
spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS) e Cromatografia em fase Gasosa (CG) acoplada a
Espectrometria de Massas (EM); e lonizacdo de Chama (DIC). Os polissacarideos de G. stipitattum
foram extraidos com &gua na autoclave (extracdo aquosa; 121 °C, 1,5 atm, 20 min), e sequencialmente
com hidréxido de potassio sob refluxo (extragdo alcalina). Em seguida, as amostras foram purificadas e
analisadas quimicamento por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinagédo estutural e da
composi¢do monossacaridica. A atividade antileishmania foi avaliada contra formas promastigotas e
amastigotas de Leismania amazonensis. Os extratos, fragdes lipidicas e hidrofilicas de G. stipitatum
apresentaram atividade antileishmania em ambas as formas testadas, com maior potencial de atividade
contra a forma amastigota. A analise da composicdo centesimal revelou predominio de carboidratos
(79,01%) e proteinas (17,90%), destacando-se a grande quantidade de fibras brutas neste cogumelo
(42,77%). A caracterizagdo dos acidos graxos por CG/EM, demonstrou o predominio de acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) em relacdo aos acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e saturados (AGS) em
todas as amostras. O &cido graxo identificado em maior quantidade em todas as amostras foi o acido
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linoleico (37,02 a 56,60%), seguido do acido palmitico (10,80 a 17,71%), &cido oleico (8,05 a 9,56%),
acido elaidico (3,21 a 7,06%) e acido estearico (2,13 a 5,54%). Nas andlises por UHPLC-ESI-Q-TOF-
MS/MS, foram identificados compostos fendlicos, acidos organicos, aminoacidos, acidos graxos e
diversos compostos triterpénicos. A caracterizagdo quimica por RMN revelou a presenca de 3-glucanas
de cadeia principal com ligagdes B-1—3 e ramificada com unidades de glicose com ligacdo f-1—6, no
extrato aquoso e alcalino. Os monossacarideos glicose, ramnose e fucose foram identificados na fracdo
aquosa, enguanto glicose e xilose foram identificadas na fracdo alcalina. Conclui-se que os extratos e
fracOes de G. stipitatum séo promissores em relagéo a atividade antileishmania, sendo o cogumelo, uma
excelente fonte de compostos bioativos, como os acidos graxos poli-insaturados, compostos fenélicos e
glucanas.

Palavras-chave: Ganoderma spp., acidos graxos, compostos fenolicos, atividade antileishmania,
composicdo centesimal.

ABSTRACT

Ganoderma stipitatum is a mushroom that belongs to the Ganodermataceae family, distributed in
countries such as Brazil, Peru, Bolivia, Venezuela and India. The objective of the work was to determine
the chemical profile and different classes of bioactive compounds and evaluate the biological and
nutritional potential of the Ganoderma stipitatum mushroom. Lipids were extracted using Bligh and
Dyer extract (BD-C extract), Bligh and Dyer replacing chloroform with dichloromethane (BD-D extract)
and by maceration with chloroform (M-C) and dichloromethane (M-D). M-C lipids were separated into
neutral lipids (NL), glycolipids (GL) and phospholipids (PL) by column chromatography. The
hydrophilic compounds were extracted by maceration with methanol followed by partitioning with
dichloromethane. The samples were chemically analyzed by Ultra-high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight tandem mass
spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS) and Gas Chromatography (GC) coupled to Mass
Spectrometry (MS); and Flame lonization (FID). G. stipitatum polysaccharides were extracted with
water in an autoclave (aqueous extraction; 121 °C, 1.5 atm, 20 min), and sequentially with potassium
hydroxide under reflux (alkaline extraction). Then, the samples were purified and chemically analyzed
by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) to determine structure and monosaccharide composition. The
antileishmanial activity was evaluated against promastigotes and amastigotes of Leismania
amazonensis. The extracts, lipid and hydrophilic fractions of G. stipitatum showed antileishmanial
activity in both forms tested, with greater potential for activity against the amastigote form. Analysis of
the proximate composition revealed a predominance of carbohydrates (79.01%) and proteins (17.90%),
highlighting the large amount of crude fiber in this mushroom (42.77%). The characterization of fatty
acids by GC/MS demonstrated the predominance of polyunsaturated fatty acids (PUFA) in relation to
monounsaturated fatty acids (MUFA) and saturated fatty acids (SFA) in all samples. The fatty acid
identified in greatest quantity in all samples was linoleic acid (37.02 to 56.60%), followed by palmitic
acid (10.80 to 17.71%), oleic acid (8.05 to 9. 56%), elaidic acid (3.21 to 7.06%) and stearic acid (2.13
to 5.54%). In analyzes by UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS, phenolic compounds, organic acids, amino
acids, fatty acids and several triterpene compounds were identified. Chemical characterization by NMR
revealed the presence of main chain B-glucans with p-1—3 linkages and branched chain -glucans with
B-1—6 linkage in the aqueous and alkaline extract. The monosaccharides glucose, rhamnose and fucose
were identified in the aqueous fraction, while glucose and xylose were identified in the alkaline fraction.
It is concluded that extracts and fractions of G. stipitatum are promising in relation to antileishmanial
activity, with the mushroom being an excellent source of bioactive compounds, such as polyunsaturated
fatty acids, phenolic compounds and glucans.

Keywords: Ganoderma spp., fatty acids, phenolic compounds, antileishmanial activity, p-glucans.
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1. INTRODUCAO

Ganodermataceae, familia dos Polyporales, tem sido pesquisada hd muitas décadas
devido aos seus elevados valores medicinais e ecologicos (SUN et al., 2022). Esta por sua vez
é uma familia grande e complexa que tem sido estudada h& muitas décadas, mas a diversidade
de espécies, distribuicdo geografica, classificacdo de espécies e taxonomia permanecem
incertas (FRYSSOULI et al., 2020; SUN et al., 2022). Ganoderma, o principal género de
Ganodermataceae, € caracterizado por sua natureza cosmopolita, sendo encontrado
especialmente em regibes tropicais e subtropicais, incluindo Africa, América, Asia
(FRYSSOULLI et al., 2020).

O género Ganoderma foi descrito pela primeira vez em 1881 pelo micologista finlandés
Petter Adolf Karsten e inicialmente incluia apenas uma espécie, Ganoderma lucidum (Curtis)
P. Karst. (SULKOWSKA-ZIAJA et al., 2023). Atualmente, aproximadamente 300 espécies de
Ganoderma foram identificadas em todo o mundo (WINSKA et al., 2019), incluindo G.
lucidum, G. applanatum, G. tsugae, G. boniense, G. atrum e G. sinense, que apresentam uma
ampla gama de efeitos promotores da satde (ZANG et al., 2023).

Ganoderma spp. séo cogumelos populares, tanto para fins medicinais como alimentares
h& mais de 2.000 anos (ZENG et al., 2019), sendo usados ha séculos como medicamento ou
suplemento nutricional para prevencao, controle e tratamento de doencas crénicas (CAO et al.,
2018), como doencas cardiovasculares, autoimunes, digestivas, diabetes, tumores malignos
(ZANG et al., 2023). Essas atividades bioldgicas estdo relacionadas a abundante variedade de
componentes bioativos (mais de 600 compostos) identificados em Ganoderma spp., incluindo
polissacarideos, esterdides, triterpenos, glicoproteinas, esterdis, peptideos (GONG et al., 2019).

De acordo com o Index Fungorum Database (2023) e o Sistema de Informacéo sobre a
Biodiversidade Brasileira (SIBBR, 2023), a classificacdo para a espécie Ganoderma stipitatum
(G. stipitatum) é: Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill (Polyporales, Ganodermataceae).

Quem primeiro descreveu a espécie foi Murrill (1908) e embora a nomenclatura atual
seja Ganoderma stipitatum, pode também ser encontrado como Fomes parvulus (Murrill) Sacc.
e D. Sacc., Fomes stipitatus Murrill, Ganoderma bibadiostriatum Steyaert e Ganoderma
parvulum Murril (INDEX FUNGORUM DATABASE, 2023; SIBBR, 2023). Esta espécie é
encontrada em paises como Brasil, Peru, Bolivia, Venezuela e india (BHOSLE et al., 2010).
No territdrio brasileiro este fungo é encontrado nos estados do Parda (MARTINS JUNIOR;
BAPTISTA GIBERTONE; SOTAO, 2011), Pernambuco, Rondénia (LIMA JUNIOR;
BAPTISTA GIBERTONE; MALOSSO, 2014) e Bahia (FIGUEIREDO, 2008).
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Como ja demonstrado, o0 género Ganoderma possui uma grande variedade de compostos
bioativos, no entanto, a literatura referente a composi¢do quimica e a atividade bioldgica da
espécie G. stipitatum € muito escassa. Diante disto, 0 objetivo do presente estudo foi realizar a
caracterizacdo quimica de metabolitos presentes em diferentes extratos e fracdes do cogumelo
G. stipitatum por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ultra-high-performance liquid
chromatography coupled with electrospray ionization and quadrupole time-of-flight tandem
mass spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS) e Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) e acoplada a um detector de ionizacao de chama (CG/DIC),

avaliar a composicdo centesimal, e realizar a avaliacdo de suas atividade antileishmania.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  MATERIAL FUNGICO

O corpo de frutificagho de Ganoderma  stipitatum (Murrill)  Murrill
(sinonimia Ganoderma parvulum Murrill) foi coletado em Umuarama-PR (-23.424517, -
51.943312), no ano de 2015, em tronco de Sibipiruna (Cenostigma pluviosum (DC.) Gagnon &
G. P. Lewis), estando registrado no Sisgen sob o nUmero AO4E776 (Figura 28).
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Figura 28. Corpo de frutificagdo do Ganoderma stipitatum. Fonte: O autor, 2020

O cogumelo foi triturado com moedor de facas e armazenado em Ultrafreezer

(Panasonic, MDF-U76VC) a -80°C para analises posteriores.

2.2  COMPOSICAO CENTESIMAL

O valor nutricional do cogumelo G. stipitatum foi avaliado pela determinacdo de
proteina bruta, lipidios, matéria seca, material mineral, fibra bruta e carboidratos, conforme
metodologia da “Association of Official Agricultural Chemists” (AOAC, 1975). Essas analises
foram realizadas no Laborat6rio de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA-UEM),
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sob a coordenacéo do Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha, e supervisdo do quimico Dr. Osvaldo
Pezoti Junior.

A determinacdo da proteina bruta foi realizada a partir do teor de nitrogénio pelo método
de Kjeldahl. O teor de lipidios das amostras foi determinado pela extracdo das amostras com
éter de petrdleo via Goldfish. O teor de matéria seca foi obtido por secagem em estufa a 105 °C
até a massa constante. Determinou-se fibra bruta pelo método de digestéo &cida e bésica.

O teor de minerais foi determinado pela combustdo das amostras em forno mufla a 600
°C por 4 h. Os carboidratos foram determinados subtraindo-se os teores de proteina bruta,
lipidios, matéria seca e material mineral da massa seca total (100 g). A energia total foi
calculada de acordo com a Equagéo 1:

Energia (kcal) = 4 x (g proteina + g carboidratos) + 9 x (g gordura) (@)

2.2  ACIDOS GRAXO0S
2.2.2 Extracao por Bligh e Dyer

Para a extracdo dos lipidios pelo método de Bligh e Dyer (1956), foram utilizados 5 g
do corpo de frutificacdo de G. stipitatum seco. O método foi realizado utilizando metanol,
cloroférmio e agua na proporc¢do de 2:2:1 (v/v/v), conforme descrito por Alves et al. (2017).
Em um erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 50 mL de metanol, 25 mL de cloroférmio e
10 mL de agua. O erlenmeyer foi tampado e colocado sob agitacdo por 20 minutos. Em seguida,
foram adicionados mais 25 mL de cloroférmio e 25 mL de solucéo de sulfato de sédio 1,5% e
agitou-se a mistura por mais 2 minutos. A solu¢do com a amostra foi filtrada em papel filtro e
transferida para um funil de separagéo, onde ocorreu a formacéo do sistema bifasico. A camada
inferior, ou seja, a fase organica rica em cloroférmio e que contém os lipidios foi coletada em
um erlenmeyer de 125 mL e rotaevaporada a 40-45 °C. O extrato resultante foi denominado
BD-C. O mesmo procedimento foi realizado novamente com uma nova massa de G. stipitatum,
mas substituindo o cloroférmio pelo diclorometano, sendo o extrato resultante denominado BD-
D.

2.2.3 Extracao total de lipidios por maceracéo

Uma amostra de 5 g do corpo de frutificacdo de G. stipitatum moido e seco foi
submetido a maceracdo com 100 mL de isopropanol em agitador orbital a 115 rpm e 28°C por

24 h. Em seguida, a re-extracédo foi realizada com 100 mL de solucdo de cloroférmio-metanol
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(2:1, viv) por maceracdo por 24 h. Ambas as fracdes de cada extragdo foram reunidas e 0s
solventes evaporados em rotaevaporador a 40 °C (MACHADO et al., 2006), resultando na
obtencdo do extrato brutos lipidicos (EBL) denominado M-C. Seguindo 0s mesmos
procedimentos, outra extracdo por maceracdo foi realizada, utilizando uma nova massa de G.
stipitatum e substituindo o cloroférmio por diclorometano, sendo o extrato resultante

denominado M-D.

2.2.4 Fracionamento das classes lipidicas por cromatografia em coluna

O extrato M-C foi fracionado por cromatografia em coluna (CC) (JACOMINI et al.,
2015; RAMADAN e EL-SHAMY, 2013) usando uma coluna de vidro (20 cm x 1,25 cm de
didmetro interno) que continha 20 g de silica gel 60 (70-230 mesh, Merck) como adsorvente.
As eluicdes foram realizadas com 200 mL de cloroférmio, acetona e metanol que resultaram
nas trés fracdes lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL), respectivamente.

Apos, 0s solventes de todas as fragdes foram evaporados em rotaevaporador a 40°C.

2.2.5 Preparo de ésteres metilicos de acidos graxos por derivatizacao

Os é&cidos graxos dos extratos BD-C, BD-D, M-C, M-D e fragdes LN, GL e FL de G.
stipitatum foram convertidos em ésteres metilicos de é&cidos graxos (EMAGS) por
transesterificacdo com 1 mL de hidroxido de sédio a 1% (NaOH) em metanol seguido de
aquecimento a 55 °C por 15 min. Em seguida, foram adicionados 2 mL de &cido cloridrico
(HCI) a 5% em metanol e aquecidos a 55 °C durante 15 min e depois foi adicionado 1 mL de
agua ultrapura (agua Milli-Q). Depois disso, 0s EMAGs foram extraidos com hexano (3 x 1
mL) e evaporados em evaporador rotativo a 40 °C. As amostras foram armazenadas a -4 °C em
vials para posterior analise por GC. Apos, foram redissolvidos em 1 mL de hexano e anélisados
por CG.

2.2.6 Analise por Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama
(CG/DIC)
Os EMAGs dos extratos BD-C, BD-D, M-C, M-D e frages LN, GL e FL de G.
stipitatum foram analisados por CG/DIC.
Os EMAGs foram analisados por CG utilizando o cromatdgrafo a gas (Agilent 7890B),
equipado com detector de ionizagéo de chama (DIC) e coluna capilar Agilent HP5 com fase de

5% de fenil metil siloxano (30,0 m x 250 um d.i. x 0,25 pum de espessura do filme). Para a
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analise foram injetados 2 pL. da amostra foi injetado na coluna usando o modo de inje¢ao Split
na razdo 1:71, nas seguintes condi¢Bes do forno: temperatura inicial de 65 °C mantida por 4
min, em seguida rampa de 16 °C min™ até 185°C mantida por 12 min, aquecimento de 20
°C/min até 235 mantida por 14 min e rampa de 35 °C/min até 300 °C e mantida por 1 min. As
demais condi¢bes do método de analise foram: fluxo do gés de arraste (He, pureza 99,99999%)
igual a 1,4 mL/min, temperatura do injetor de 235 °C e temperatura do detector de 350 °C com
fluxo de H2 de 35 mL/min, fluxo de ar sintético de 300 mL/min e fluxo reposicao de N2 de 25
m/min.

EMAGs foram identificados por comparacdo com EMAGs padrdo, previamente
identificados por CG/EM. Através da integracdo dos picos e do célculo com base na area
correspondente no cromatograma para cada acido graxo, foi possivel realizar a quantificacao
absoluta dos EMAGs (QAEMAGS) do basidiocarpo de G. stipitatum utilizando o software
MSD ChemStation (versdo F 01.00. 1903, Agilent Technologies, Inc.). Inicialmente, a area do
cromatograma dos acidos graxos foi calculada nas corridas dos padrdes FAME em diferentes
concentragdes (62,5; 125,0; 250,0; 500,0; 1.000,0 e 5.000,0 pg/mL) e curvas analiticas foram
construidas para cada EMAG. Apds as EMAGs as areas de cada componente das amostras
foram inseridas nas curvas analiticas (EMAGSs das amostras; EMAGa).

Foi obtida a quantificacdo absoluta dos EMAGs dos extratos e fragdes. As inje¢des
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg/100 g (base seca).

Para os extratos BD-C, BD-D, M-C, M-D, os valores absolutos foram convertidos em

porcentagem, para facilitar a comparacdo entre os extratos e com a literatura.

2.3 COMPOSTOS HIDROFILICOS
2.3.1 Extracgdes de compostos hidrofilicos

Uma amostra de G. stipitatum (5 g) foi extraida por maceracdo com metanol (MeOH)
durante 8 dias a temperatura ambiente, na proporcao de 1:20 (p/v), sendo o MeOH substituido
a cada 2 dias (4 ciclos) obtendo-se o extrato bruto metandlico (EBM). Uma parte do EBM foi
suspensa em MeOH:H.O (1:1, v/v), e sucessivamente particionada com n-hexano e
diclorometano (DCM) em funil de separagdo. Os solventes foram removidos sob pressdao
reduzida a uma temperatura de 35 °C, obtendo as fragdes hexanica, diclorometanica (DCM) e
hidrometanolicas residuais (HM). As fragbes foram denominadas: extrato bruto metanolico
(EBMGAN); fracdo diclorometano (FDCGAN) e fragdo hidrometandlica (FHMGAN). Em

seguida, os extratos e fragcdes foram liofilizados e armazenados a -80 °C em ultra freezer.
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2.3.2 Ultra-high-performance liquid chromatography coupled with electrospray ionization
and quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS)
As amostras (5 mg/mL) foram ressuspensos em 1,0 mL de metanol (grau HPLC) e 3,0
ML de cada extrato foram injetados e analisados por UHPLC acoplado a HRMS (QTOF)
equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray. A tensao capilar foi operada no modo
de ionizacdo negativa e positiva, definida em 4500 V, e com um potencial de deslocamento da
placa final de -500 V. Os parametros de gas seco foram definidos em 8 L/min a 200 °C com
uma pressao de gas de nebulizacdo de 4 bar. Os dados foram coletados de m/z 50-1300 com
uma taxa de aquisicdo de 5 espectros por segundo, e 0s ions de interesse foram selecionados
por fragmentacdo de varredura de MS/MS automatica. A separacdo cromatogréafica foi realizada
usando uma coluna C18 (75%2,0 mm d.i.; 1,6 um). O gradiente da mistura de solventes A (H20)
e B (acetonitrila com 0,1% de &cido formico; V/V) foi a seguinte: 5% B 0-1 min, 30% B 1-3
min, 95% B 3-12 min, mantida a 95% B 12-15 min, e 5% B 15-17 min, a 40 ° C. Os
cromatogramas e 0s espectros de MS e MS/MS foram comparados com a literatura,
identificados por meio de banco de dados de espectrometria de massas, MONA (MassBank of
North America), HMDB (Human Metabolome Database) e Mass Bank (MassBank Europe
Mass Spectral DataBase) e a partir do calculo do erro, utilizando a Equacéo 2. O software Data

Analysis 4.3 (Bruker) foi utilizado para tratamento dos dados.

Erro (ppm) = %xl.ooo.ooo Equacéo (2)

Onde: MET é a massa exata tedrica, e MEE é a massa exata observada.

2.4  ATIVIDADE BIOLOGICA

A atividade antileishmania dos extratos BD-C, BD-D, M-C, M-D, EBMGAN e fragdes
LN, GL e FL, FDCGAN, FHMGAN de G. stipitatum foram avaliadas.

2.4.1 Culturade células

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis Lainson &  Shaw
(IFLA/BR/1967/PH8 transfectadas com pIR1SAT-LUC(a)DsRed2(b) [cepa B5947] gerada
como descrito em Rocha et al. (2013)) foram cultivadas em meio Warren (infuséo de cérebro e
coracdo, hemina e acido félico; pH 7,2) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
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(SFB) e incubado a 25 °C. Macréfagos J774A.1 foram mantidos em meio RPMI 1640 (pH 7,2),
suplementado com L-glutamina e 10% de SFB, e incubados a 37°C em uma atmosfera de 5%
de CO..

2.4.2 Determinacéo da atividade antiproliferativa de extratos e fracdes em formas
promastigotas de Leishmania

Formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° parasitas/mL) em fase de crescimento
logaritmico (72 h de cultivo), foram adicionadas aos po¢os de uma placa de 96 pocos, na
auséncia ou presenca de extratos diluidos (1,5625 - 200 pg/mL) em dimetil sulfoxido 1%
(DMSO0), e incubada por 72 h a 25 °C. Em seguida, o ensaio de viabilidade celular foi realizado
através da reducdo de XTT (MESHULAM, 1995). Este método se baseia na capacidade das
enzimas desidrogenases mitocondriais em converter o sal de tetrazolio hidrossolavel (2,3-bis-
(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide) em uma substancia
alaranjada, derivada do formazan. Deste modo, ap6s o periodo de tratamento, adicionou-se a
solucdo de XTT (0,5 mg/mL) aos pocos da placa que foi incubada por 4 h. A leitura da
absorbancia foi realizada a 450 nm em espectrofotdmetro de placas (Power Wave XS —
BioTek). A percentagem de celulas vidveis foi calculada em relacdo ao controle e as
concentrages inibitorias para 50% dos parasitos (Clso) foi obtida por regressao néo linear dos
valores plotados. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos

trés experimentos independentes.

2.4.3 Avaliagdo da atividade de extratos e fracGes na viabilidade de formas amastigotas
de Leishmania

Para avaliar a atividade antiproliferativa contra as formas amastigotas, 5x10°
macrofagos/mL foram adicionados juntamente com 5x108/mL promastigotas (proporgéo 1:10)
na fase estacionaria de crescimento, em placas brancas de 96 pocos. As placas foram incubadas
a 34 °C com 5% de CO2 por 24 h para internalizagéo e diferenciacdo dos parasitas em formas
amastigotas. As células foram entdo lavadas para remover parasitas ndo internalizados e
tratadas com concentragdes crescentes de extratos (1 — 100 pg/mL) e incubadas por mais 48 h.
Miltefosina (0,3125 — 5 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Apos este periodo de
incubacéo, o kit Pierce Firefly Luc One-Step Glow Assay foi adicionado de acordo com as
instrucGes do fabricante. A luminescéncia foi quantificada em um lumindémetro SpectraMax L

(Molecular Devices) com A em = 570 nm e tempo de integragdo de 1 s. A porcentagem de
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inibicdo foi calculada com base na luminescéncia do controle ndo tratado. Os valores foram
plotados e as concentracOes de 1Cso foram calculadas por regresséo néao linear (MICHEL et al.,
2011). Os resultados foram expressos como a média = desvio padrdo de pelo menos trés

experimentos independentes.

2.4.4 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos

A citotoxicidade foi avaliada em macréfagos J774A.1, utilizando o ensaio de viabilidade
celular atraves da reducdo do MTT (MOSSMANN, 1983). Este método se baseia na capacidade
das enzimas desidrogenases mitocondriais em converter o sal de tretazélio (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-bromide) hidrossoldvel em uma substancia
parpura insoltvel, denominada formazan.

Para isso, células J774A.1 (5 x 10° células/mL) em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB foram cultivadas em placas de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% de CO; por 24
h. Em seguida, as amostras foram adicionadas em concentragdes crescentes de 7,8125 — 1.000
pg/mL e a placa incubada durante 48 h. Ap6s o tratamento, as células foram lavadas com PBS
(pH 7,2) e incubadas na presenca de MTT (2 mg/mL) por 4 h. O sobrenadante foi removido, 0s
cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da absorbancia realizada a 570
nm em espectrofotdmetro de placas (Power Wave XS — BioTek). A percentagem de células
viaveis foi calculada em relagcdo ao controle. Os valores de CCsp (concentragao citotoxica em
50%) foram determinados por andlise de regressao nao linear. Os resultados foram expressos

como a média £ desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes.

2.5. OBTENCAO DE POLISSACARIDEOS
2.5.1. ExtracOes

Partindo de 5 g do basidioma seco foi realizada a extracdo de glucanas sob refluxo na
proporcdo de 1:20 (m/v) com agua destilada deionizada em autoclave vertical (Phoenix
Luferco, modelo AVS, 75 L, Araraquara, Brasil), a 121 °C e 1,5 atm (condicBes padrédo de uso)
por 20 minutos. Este processo foi repetido mais duas vezes, sendo que a cada etapa, o extrato
aquoso foi filtrado a quente e concentrado em rotaevaporador até pequeno volume. Os materiais
obtidos foram reunidos e precipitados com etanol (1:3, v/v). Apos centrifugacédo (3.000 rpm/20
min), o precipitado foi separado, dialisado (MWCO=10 KDa) por 5 dias e liofilizado,

resultando na obtencdo da fracdo aquosa (FaqGA).
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O residuo da extracdo aquosa foi submetido a extragdo alcalina sob refluxo, com uma
solucéo contendo 4M KOH (hidréxido de potéssio) e 0,02M de NaBH4 (Borohidreto de sédio)
na proporcao de 1:20 (m/v) a 50 °C por 2 horas, trés vezes. Ap0s cada etapa, o extrato aquoso
foi filtrado a quente. O material foi reunido, neutralizado com acido acético glacial, concentrado
em rotaevaporador até pequeno volume e precipitado com etanol (1:3, v/v). A amostra foi entéo
centrifugada e o precipitado foi dialisado (MWCO= 10 KDa) por 5 dias e liofilizado, originando

a fracdo alcalina (FalcGA).

2.5.2 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a analise por Ressonancia Magnética Nuclear, 20 mg das amostras foram
dissolvidas em 700 pL de &gua deuterada (D20) 99,9%, colocadas em estufa a 45 °C durante
24 horas para troca do hidrogénio (*H por 2D) e em seguida, liofilizadas. O residuo foi
novamente solubilizado em 700 pL de DO e encaminhado para analise. Para avaliar os
monossacarideos, 5 mg das fragbes foram hidrolisadas com 1 mL de acido trifluoroacético
(TFA) 1,0 mol/L a 100 °C por 8 horas. Em seguida, esta mistura foi evaporada até remocéo
completa do TFA e o residuo foi dissolvido em 0,5 mL de DO, colocado em estufa a 45 °C
durante 24 horas e liofilizada. O material foi novamente dissolvido em 700 uL de D20 e
encaminhado para analise.

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais de *H e *C foram obtidos a
298 K utilizando um espectrometro Bruker Avance HD |11 operado a 300,0 MHz para o nucleo
de hidrogénio e 75,5 MHz para o nucleo de carbono, utilizando as sequéncias de pulso padrdes
que estdo disponiveis no software Bruker. Foi solicitado o Mapa de Correla¢do Heteronuclear
do tipo HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). As analises foram realizadas a

temperatura ambiente. Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em p.p.m.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo (DP). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguido pelo teste
de Tukey (p<0,05) que foi utilizado para comparar as medias, utilizando o software SISVAR

versao 5.3.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
31 COMPOSICAO CENTESIMAL

Ganoderma stipitatum apresentou 17,90% de proteina, 0,88% de lipidios, 2,21% de
cinzas, e 79,01% de carboidratos, sendo que 42,77% deste percentual corresponde a fibras, e
teor enérgetico de 348,3kcal/100 g (Tabela 23). Os resultados apresentados no presente trabalho

sdo os primeiros relatos referentes a composi¢édo nutricional para a especie G. stipitatum.

Tabela 23. Composi¢do centesimal de G. stipitatum

Referéncias Composicdo centesimal

Matéria Proteina Lipidio Fibra Carboidratos  Energia

mineral (%) Bruta (%) (%) bruta (%) totais (%) (kcal/100 @)
Experimental 2,21 17,90 0,88 42,77 79,01 348,3
STOJKOVIC et al. (2014)  2,80-8,19 9,93-11,34  3,72-443 ND 78,16-81,48 385,86 — 410,93
TAOFIQ et al. (2017) 2,4 6,82 2,50 ND 88,4 201

ND: néo determinado

No trabalho de Stojkovi¢ et al. (2014) com G. lucidum, os valores da composicao
centesimal variaram de 9,93-11,34% de proteina, 3,72-4,43% de gordura, 2,80-8,19% de
cinzas, 78,16-81,48% de carboidratos, e teor energético de 385,86 a 410,93 kcal/100 g. J& no
trabalho com G. lucidum de Taofiq et al. (2017), o teor foi de 6,82% de proteina, 2,50% de
gordura, 2,4% de cinzas, 88,4% de carboidratos e valor energético de 201 kcal/100 g.

Em relagéo ao teor de proteinas, segundo Kala¢ et al. (2013), os cogumelos silvestres
apresentam de 13,2 a 62,8 g/100 g. Portanto, o contetdo de proteina obtido no presente trabalho
estd dentro da faixa relatada na literatura, além de que, foram superiores aos valores
apresentados por Stojkovi¢ et al. (2015) e Taofiq et al. (2017).

Segundo Chang e Miles (2004), os teores de gordura de cogumelos variam de 1,1 a 8,3
9/100 g. Em nosso estudo, o teor de gordura (0,88%), foi menor em comparacdo com a
literatura, como demonstrado nos trabalhos de Stojkovi¢ et al. (2015) e Taofiq et al. (2017)
(Tabela 24).

Como foi observado no presente trabalho, o conteddo de carboidratos corresponde a
aproximadamente 80% da composicdo nutricional. Segundo Kalac (2013), os carboidratos
constituem cerca de metade do peso seco dos cogumelos, compreendendo varios compostos:
acucares (monossacarideos, seus derivados e oligossacarideos) e polissacarideos de reserva e
de construgdo (glucanos). Paralelo a quantidade de carboidratos, o contetdo de fibras no
cogumelo G. stipitatum € alto, correspondendo a 42,77% do conteudo total de carboidratos.

Os polissacarideos constituem uma importante porcentagem da biomassa fungica. A
parede da hifa, por exemplo, apresenta mais de 75% desse tipo de molécula. Além de atuarem

como elemento de suporte para hifas, alguns polissacarideos constituem uma capa extracelular
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ao redor do micélio (exopolissacarideos), proporcionando suporte para adesdo de enzimas
secretadas e participando na degradacdo da lignina (SILVA et al.,, 2006). Entre os
homopolissacarideos, as glucanas sdo as mais comuns em basidiomicetos, podendo ser lineares
ou ramificadas, e apresentar diferentes configuracdes e massas molares (YOUNG et al., 1998).
As glucanas de fungos sdo em sua maioria B-glucanas, com ligagdes do tipo (1—3), e com
ramificagdes em O-6. Alguns cogumelos também apresentam B-glucanas com ligagdes (1—4)

ou glucanas em configuracdo o, mas em menor quantidade (SMIDERLE, 2012).

3.2 ACIDOS GRAXOS
3.2.1 Rendimento

A partir de 5 g do material seco de G. stipitatum, calculou-se os rendimentos dos

extratos lipidicos. Os rendimentos dos extratos avaliados estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Rendimento das extracdes lipidicas de G. stipitatum.

Extratos Rendimento (%)
BD-C 3,72 £0,08°
BD-D 3,13+0,13°
M-C 2,31+0,16°
M-D 1,77 £0,03¢

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes, pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados
sdo média + desvio padrdo (dp) (n=3); BD-C: Bligh e Dyer/cloroférmio; BD-D: Bligh e Dyer/diclorometano; M-C:
Maceracéo/cloroférmio; M-D: Maceragao/diclorometano.

O maior rendimento foi para o extrato BD-C, com 3,72%, seguido do BD-D (3,13%), M-
C (2,31%) e por fim, M-D (1,77%). Por meio destes resultados, pode-se observar que a extragdo
de lipidios pelo método de Bligh e Dyer foi mais eficiente que a extracdo por maceragado, pois
percebe-se um maior rendimento do primeiro em relagdo ao segundo, quando comparado ao
uso de um mesmo solvente (3,72% em relacdo a 2,31%; e 3,13% em relacdo a 1,77%). Outra
interpretacdo possivel quanto aos resultados foi que, comparando o emprego dos solventes em
um mesmo processo extrativo (Bligh e Dyer ou maceracdo), os rendimentos foram maiores
quando utilizado o cloroférmio como solvente extrator.

Comparando todos os resultados, pode-se inferir que entre as duas variaveis analisadas
(método extrativo e solvente extrator), o que influencia mais no resultado final é o método
utilizado, uma vez que houve maior rendimento entre maceracgéo e Bligh e Dyer se comparado
a diferenga de porcentagem entre a utilizagdo de diclorometano e cloroformio. Portanto,
conclui-se que o rendimento da extracdo € maior quando utilizado o método de Bligh e Dyer e
cloroférmio como solvente extrativo, sendo que o primeiro gera mais impacto no resultado

final.
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Os resultados obtidos neste estudo para M-D foram superiores ao encontrado por Ismail,
Abdullah e Chong (2014) em sua pesquisa com Ganoderma boninense, que apresentou
rendimento de 0,50%. De forma semelhante, o rendimento obtido para o extrato BD-C também
foi maior em relacdo ao estudo de Lima (2019), que determinou rendimento de 3,24% para
Ganoderma chalceum.

Outra pesquisa que empregou o método de extracdo por Soxhlet com diclorometano,
demonstrou rendimento de 2,2% para Ganoderma lucidum, valor superior ao alcangado por
maceracdo, mas inferior ao encontrado na metodologia de Bligh e Dyer, indicando boa
eficiéncia do método (KAMRA; BHATT, 2012).

Diversos estudos mostraram que a escolha do método de extracdo influencia
significativamente no resultado final (BRUM, ARRUDA, REGITANO-D” ARCE, 2009). Os
métodos utilizados neste estudo foram maceracéo e Bligh e Dyer modificado. A maceracédo é
uma das técnicas extrativas mais utilizadas devido a simplicidade e custos reduzidos, sendo
realizada em recipiente fechado e em temperatura ambiente. Suas principais desvantagens
envolvem longos periodos de extracdo, necessidade de eliminacdo do solvente e baixa
eficiéncia (MAZZUTI, 2012).

J& a metodologia de Bligh e Dyer (1959), que originalmente prop&e o uso da mistura de
solventes cloroférmio-metanol e agua, apresenta como principal vantagem a formag&o de um
sistema bifasico durante o processo de extracdo para remoc¢do dos ndo-lipidios. No entanto,
algumas de suas desvantagens seriam a possibilidade de ocorrer contaminacao de nao-lipidios
na fase organica e a toxicidade dos solventes usados (BRUM, ARRUDA, REGITANO-D’
ARCE, 2009).

Outro fator que influencia na extracdo da fracdo lipidica é a escolha do solvente,
considerando caracteristicas como volatilidade, pureza, custo, poder de extracdo, tanto de
componentes indesejaveis quanto de diferentes lipidios, e natureza toxica (BRUM, 2004).
Como os lipidios tém uma grande faixa de relativa hidrofobicidade, é praticamente invidvel a
utilizacdo de um Udnico solvente universal para a extracdo destes componentes (BRUM,
ARRUDA; REGITANO-D" ARCE, 2009).

3.2.2 Quantificacéo absoluta (CG/DIC)
3.2.2.1 Anélise dos extratos BD-C, BD-D, M-C e M-D.

Os esteres metilicos de acidos graxos foram determinados por Cromatografia Gasosa
acoplada ao Detector de lonizacdo de Chama (CG/DIC). Por meio do calculo de integracéo a
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partir do cromatograma, foi possivel determinar a concentracdo de &cidos graxos nos quatro
extratos de G. stipitatum (Tabela 25). Os valores encontrados foram convertidos em
porcentagem para a discussao e 0s espectros estdo apresentados na Figura S1 (material

suplementar).

Tabela 25. Quantificacdo (%) dos ésteres metilicos de acidos graxos por CG/DIC dos extratos BD-C, BD-D, M-

C e M-D de G. stipitatum.

Acido Graxo # BD-C (%) BD-D (%) M-C (%) M-D (%)
Acido caprilico (C8:0) 1 0,98 +0.232 0,39 + 0,04b 0,45 +0,05° 0,78 £ 0,012
Acido laurico (C10:0) 2 0,64 +0.03° 0,38+0,05¢ 0,37+£0,04¢ 0,80+0,022
Acido tridecanoico (C13:0) 3 ND 0,33 +0,04" 0,17 £0,02 ¢ 0,77 £0,012
Acido miristoleico (C14:1) 4 0,36+0,02° 0,34+0,12° 0,19+0,02¢ 0,84+0,032
Acido miristico (C14:0) 5 0,51 +0,04° 0,52 +0,22" 0,27 £0,06°¢ 1,13+0,132
Acido pentadecanoico (C15:0) 6 4,44 +113% 3,10+ 1.152 4,590,182 2,67+0,632
Acido palmitoleico (C16:1) 7 0,65+0,10° 0,67 +0,46° 0,67 £0,04° 1,38 +0,192
Acido palmitico (C16:0) 8 17,71+£0,36% 12,98+0,07° 12,23+0,50° 10,80 +0,14¢
Acido cis-10-heptadecanoico (C17:1) 9 0,66 +0,10° 0,66 +0,16° 0,25 +0,17 1,16 +0,152
Acido heptadecanoico (C17:0) 10 1,71+0,362 1,43 +0,132 0,94 £0,532 2,04+0,432
Acido Y-linolénico (C18:3) 11 0,43 +0,04° 0,36 +0,12 P 0,27 +£0,03° 0,88 +£0,04 2
Acido linoleico (C18:2n6c) 12 37,02+1,98" 5437+060% 5650+1502% 37,56%0,54°
Acido oleico (C18:1n9c) 13 6,46 +0,49¢ 9,40 £ 0,092 9,15+0,282 8,05 + 0,09°
Acido elaidico (C18:1n9t) 14 7,06 +1,142 3,09 +£0,03° 6,83+0,172 2,77 £0,01°¢
Acido estearico (C18:0) 15 6,34 £0,142 2,13+0,64° 2,61+0,06° 2,86 +0,02°
Acido araquidénico (C20:4n6) 16 ND 0,34 +£0,20° ND 0,91+0,042
Acido cis-11,14-eicosenoico (C20:2) 17 0,57 +£0,08" 0,50+0,13 0,29 +0,03¢ 0,94 £0,062
Acido cis-11-eicosanoico (C20:1n9) 18 0,47 £0,01°¢ 0,63 +0,02" 0,28 +0,014 0,99 +0,042
Acido araquidico (C20:0) 19 0,56 +0,02° 0,53+0,20° 0,25+0,13%  1,09+0,28?
Acido heneicosanoico (C21:0) 20 0,24 +0,09¢ 0,28 +0,18" 0,11 + 0,024 0,88 +0,052
Acido beénico (C22:0) 21 1,47 £0,15° 1,09 + 1,09 b¢ 0,63+0,10°¢ 2,47 £0,31°
Acido tricosanoico (C23:0) 22 3,76 +£0,73" 1,49 £0,72¢ 1,50+0,97°¢ 5,83 +0,89°2
Acido lignocérico (C24:0) 23 544+186° 326+181°¢ 125%0239  1792+313°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes, pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados sdo
média + desvio padrdo (dp) (n=3); BD-C: Bligh e Dyer/cloroférmio; BD-D: Bligh e Dyer/diclorometano; M-C:
Maceracdo/cloroférmio; M-D: Maceragdo/diclorometano

Foram encontrados 21 acidos graxos para o extrato BD-C, 23 para o extrato BC-D, 22
para 0 M-C, e 23 para 0 M-D. Quanto a presenca de cada acido graxo nos extratos, houve
algumas diferencas: o acido tridecanoico somente ndo foi encontrado no extrato BD-C, o acido
araquidodnico foi identificado apenas nos extratos BD-D e M-D.

O acido graxo que foi identificado em maior quantidade em todas as amostras foi 0 cido
linoleico (37,02 a 56,60%), seguido do acido palmitico (10,80 a 17,71%), acido oleico (8,05 a
9,56%), acido elaidico (3,21 a 7,06%) e &cido esteérico (2,13 a 5,54%). Com relacdo ao acido
linoleico, o extrato BD-D e M-C foram os que apresentaram os maiores valores, com 54,37%
e 56,40%, respectivamente. Os extratos BD-D e M-C, também foram os que apresentaram 0s
maiores valores do acido oléico, 9,40% e 9,15%, respectivamente. O extrato BD-C foi o que

apresentou as maiores porcentagens do acido palmitico e estearico, com 17,31% e 6,34%,
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respectivamente. Ja o extrato MD-D, foi 0 que apresentou as maiores porcentagens dos &cidos
heneicosanoico (0,88%), beénico (2,47%), tricosanoico (5,83%), e lignocérico (11,92%).

De modo semelhante, utilizando a técnica de Bligh e Dyer como método extrativo de
lipidios, o &cido linoleico apresentou-se predominante em varias outras espécies de cogumelos,
como Russula delica (44,32%), Lactarius deliciosus (31,78%), Lactarius sanguifluus (34,57%)
e Lactarius semisanguifluus (31,61%) (KALOGEROPOQOULOS et al., 2013). Além dessas
especies, Mazzutti (2012) também identificou o acido linoleico e acido palmitico como os
predominantes no cogumelo Agaricus brasilensis (cogumelo-do-sol).

Outros estudos envolvendo o cogumelo G. lucidum revelaram maiores proporcoes de
acido oleico, seguido do acido linoleico e &cido palmitico quando utilizado metodologia de
Bligh e Dyer (AL-MAALI, BISKO, OSTAPCHUK, 2016), ou seguido do acido palmitico e
acido esteadrico quanto empregado maceracdo com n-hexano ou extracdo sob refluxo com
cloroférmio (SALVATORE et al., 2020).

Stojkovi¢ et al. (2015), também analisando duas cepas do cogumelo G. ludidum (Sérvia
e China), demonstraram a predominancia dos acidos linoleico, oleico e palmitico. Na espécie
da Sérvia, houve predominio do acido oleico (47,24%), seguindo do linoleico (33,94) e
palmitico (12,1%). Ja na espécie da China, predominou o &cido linoleico (39,80%), oleico
(24,06%) e palmitico (18,54%). No trabalho de Obadai et al. (2017), analisando 12 espécies do
género Ganoderma, o acido linoleico (7,48 a 44,27%), oleico (21,78 a 48,76%) e palmitico
(14,65 a 26,96%) também foram os predominantes.

A Tabela 26 resume a proporcdo de acidos graxos saturados (AGS), insaturados (AGI),

monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) nas amostras analisadas.

Tabela 26. Porcentagem de &cidos graxos saturados (AGS), insaturados (AGl), monoinsaturados (AGMI) e poli-
insaturados (AGPI) dos extratos BD-C, BD-D, M-C e M-D por CG/DIC.

BD-C BD-D M-C M-D
Total AGS 43,03 +1,062 28,63 +2,00° 25,37 + 14,68° 44,03 £1,632
Total AGI 56,99 + 77,92° 71,67 +1,73% 74,44 + 2,012 55,48 + 1,04°
Total AGMI 18,96 + 3,032 16,09+ 1,612 17,36 + 17,172 15,18 +0,42°
Total AGPI 38,02+ 1,06° 55,57 +0,162 57,06 + 47,722 40,12 +0,66°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes, pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados
sdo média * desvio padrdo de trés medigBes paralelas (n=3); BD-C: Bligh e Dyer/cloroférmio; BD-D: Bligh e
Dyer/diclorometano; M-C: Maceragdo/cloroférmio; M-D: Maceracédo/diclorometano

Em todos os extratos analisados, a quantidade de AGS (25,37% a 44,03%) foi menor
gue a quantidade de AGI. O predominio de AGI é evidente, com valores variando de 55,48% a

74,44%, com destaque para os extratos BD-D e M-C, que apresentaram 71,67% e 74,44%,
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respectivamente. Esses dois extratos também apresentaram os maiores valores de AGPI, com
55,57% (BD-D) e 57,06% (M-C).

Segundo Nappi et al. (1999), os acidos graxos insaturados representam de 74,0 a 83,5%
do total de acidos graxos existentes em cogumelos, demonstrando que os valores encontrados
estédo de acordo com literatura. Segundo Kala¢ (2013), os acidos linoleico, oleico e palmitico
sd0 0s &cidos graxos mais predominantes encontrados no filo Basidiomycota, com o acido
linoleico e o &cido oleico representando dois tercos ou mais da quantidade de acidos graxos
identificados, como foi observado no presente estudo.

Os é&cidos graxos insaturados sdo considerados benéficos e desempenham acgdo
fundamental na alimentacdo e funcdes fisiologicas, podendo ser comercializados para
aplicacdes farmacéuticas ou terapéuticas (FAGHERAZZI, DIAS, BORTOLON, 2008;
SANTOS et al., 2021).

O é&cido linoleico (6mega 6) e &cido oleico (6mega 9) tém sido relacionados com a
diminuicdo do risco de doenca cardiovascular, reduzindo os niveis de LDL (lipoproteina de
baixa densidade) e exercendo efeito hipolipidémico (PAPPIANI, 2016). Além disso, o &cido
linoleico é transformado pelo organismo humano no &cido araquidénico e em outros acidos
graxos poli-insaturados, que exercem diversas fungdes no organismo, como participar da
estrutura de membranas celulares, influenciar na viscosidade sanguinea, permeabilidade dos
vasos, pressdo arterial, funcdes plaquetarias e reacdes inflamatorias (EGIDIO, JUNIOR,
MENEZES, 2016).

O écido elaidico, um acido graxo insaturado trans, € um isdmero geométrico do acido
oleico, sendo este Gltimo a sua forma cis. Esse 4cido graxo aumenta a atividade da proteina
transferente de colesteriléster (CETP), elevando a quantidade de LDL e diminuindo a
quantidade de HDL (lipoproteina de alta densidade), o que pode favorecer a ocorréncia de
problemas cardiovasculares como a aterosclerose (COSTA, 2018).

J& o &cido esteérico é o acido graxo saturado encontrado em maior quantidade nas
amostras. Apesar dos acidos graxos saturados serem relacionados com o aumento de colesterol
total, LDL e triglicerideos, o acido estearico apresenta um comportamento Unico em relagdo
aos outros da mesma classe, uma vez que possui efeito neutro ou até de reducdo dos niveis de
colesterol. Algumas das teorias que explicam este comportamento € a absor¢ao incompleta ou
significantemente diferente de outros acidos graxos saturados, e de que o acido estearico €
metabolizado em é&cido oléico no corpo humano (COSTA, 2018; FAGHERAZZI, DIAS,
BORTOLON, 2008).
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O é&cido palmitico, um AGS, foi detectado em altas quantidades em todos os extratos. O
acido palmitico é o precursor de uma variedade de acidos graxos de cadeia longa, como acido
estearico, acido palmitoleico (w7) e acido oleico (9) (MARZZOCO; TORRES, 2015).

3.2.2.2 Anélise das classes lipidicas obtidas por cromatografia em coluna

A Tabela 27 resume a composi¢do de acidos graxos em mg/100 g do extrato bruto lipidico
(M-C) e fragdes [lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL)] do basidiocarpo
de G. stitpatum. Vinte e trés acidos graxos foram identificados, variando de C8-C24. Os
espectros sdo apresentados na Figura S2 (material suplementar).

O principal &cido graxo no M-C e fragdes foi o acido linoléico (C18:2n6c) variando de
246,75 a 331,37 mg/100 g. Os préximos quatro acidos graxos principais foram o &cido
palmitico (C16:0, 55,78-74,06 mg/100 g), acido oleico (C18:1n9c, 28,14-65,40 mg/100 g),
acido pentadecandico (C15:0, 19,37-27,30 mg/100 g) e acido estearico (C18:0, 6,76-18,63 mg
/100 g). Acido docosahexaendico (C22:6n3) e acido o-linolénico (C18:3n3) ndo foram
detectados em nenhuma das amostras analisadas. O acido y-linolénico (C18:3n6) foi
identificado em todas as amostras, mas também em pequenas quantidades (1,23-4,33 mg/100
9).

Também foi observada a presenca de acidos graxos de numero impar de carbonos em
todas as amostras, como &cido pentadecanodico (C15:0, 19,37-27,66 mg/100 g), &cido
heptadecandico (C17:0, 5,50-7,99 mg/100 g), acido cis-10-heptadecandico na fracdo LN (4,67
mg/100 g) e acido heneicosanoico (C21:0, 0,42-1,42 mg/100 g). Os &cidos graxos com ndmero
impar de 4&omos de carbono ocorrem com menor frequéncia e sua biossintese resulta da
incorporacdo de uma unidade inicial diferente do acetato (DEWICK, 2009). Também foi
identificada a presenca de acido elaidico (C18:1n9t, 29,79-39,49 mg/100 g). Na fracdo FL, a
quantidade de cido elaidico (39,49 mg/100 g) foi superior a do acido oléico (28,14 mg/100 g),
0 que é um fato interessante, uma vez que a ocorréncia de acidos graxos trans em cogumelos
ndo é comum (KALAC, 2009).

Tabela 27. Quantificagdo absoluta dos ésteres metilicos de acidos graxos (QAemac) do extrato bruto e fraces de
G. stipitatum por CG/DIC, resultados apresentados em mg/100 g de amostra

Acido graxo M-C LN GL FL

Acido caprilico (C8:0) 2,63 £0.092 2,96 £ 0,182 2,64 + 0,022 2,79 +0,118
Acido caprico (C10:0) ND 1,13 + 0,022 1,19 + 0,012 1,23 +0,078
Acido laurico (C12:0) 2,19 0,06 2,41 +0,09° 2,87 £0,15? 1,99 +0,20°
Acido tridecanoico (C13:0) 0,99 + 0,05? 1.04 £0,032 1,05 £ 0,022 ND

Acido miristico (C14:0) 1,61 +£0.14° 2,12 +0,118 2,04 £0,14® 1,35 +0,02¢
Acido miristoleico (C14:1) 1,23 +£0,01° 1,28 + 0,042 1,42 + 0,012 1,09 +0,03¢

Acido pentadecandico (C15:1-0) 27,30 +5,41® 19,37 +1,56°¢ 27,66 +2,032 22,68 +0,19%
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Acido palmitico (C16:0) 67,54 + 5,282 51,69 +0,15° 74,06 + 5,402 55,78 +£0,33°
Acido palmitoleico (C16:1) 3,97 £ 0,412 4,01 £0,15% 4,60 + 0,552 3,39 £ 0,090
Acido heptadecandico (C17:0) 6,61 + 0,490 5,94 +0,38° 7,99 + 0,512 5,50 + 0,02°
Acido cis-10-heptadendico (C17:1) ND 4,67 + 3,38P ND ND

Acido estearico (C18:0) 13,99 £2,78° 18,63 + 1,262 18,06 £ 1,142 6,76 £0,26°
Acido oleico (C18:1n9c) 48,65 + 2,58P 65,40 + 4,918 55,65 + 3,77° 28,14 +0,50°
Acido elaidico (C18:1n9t) 36,47 £1,732 29,79 + 3,100 35,73 £2,11° 39,49 £1,302
Acido linoleico (C18:2n6c) 292,79 + 8,54° 331,37 £ 0,232 287,16 + 2,29° 246,75 £ 9,87¢
Acido 7y -linolénico (C18:3) 1,61 +0,10° 4,33 +0,80° 1,59 +0,11° 1,25+0,03°
Acido araquidico (C20:0) 1,44 +0.13° 2,15+0,052 ND ND

Acido eicosangico (C20:1n9c) 1,64 + 0,275 2,14 + 0,052 1,73 £ 0,26 1,03 £0,23¢
Acido eicosadiendico (C20:2) 1,73+0,13° 2,58 +0,192 1,44 +0,04° 1,00 +0,23°
Acido heneicosandico (C21:0) 0,63 +0.06° 1,31+0,122 1,42 + 0,302 0,42 +£ 0,092
Acido beénico (C22:0) 3,68 £ 0.082 2,83+0,16° 3,79 £0,342 1,73 £0,02¢
Acido tricosanoico (C23:0) 8,31 + 4,56 14,87 £2,92 11,09 + 7,56 1,32+0,24
Acido lignocérico (C24:0) 7,30 £1,08 3,10 £ 4,64 4,44 + 3,50 1,50 £0,02

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha sao significativamente diferentes (p<0,05), pelo teste de Tukey (p<0,05).
Os dados sdo média + desvio (dp) (n = 3); ND: Néo detectado. Extrato bruto lipidico (M-C), lipidios neutros (LN), glicolipidios
(GL) e fosfolipidios (FL).

A Tabela 28 resume a proporcdo de 4acidos graxos saturados, insaturados,
monoinsaturados e poli-insaturados nas frac6es analisadas.

Tabela 28. Proporcéo de &cidos graxos saturados, insaturados, monoinsaturados e poli-insaturados do extrato bruto
lipidico (M-C), lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL) do basidiocarpo de G. stipitatum por
CG/DIC, resultados apresentados em mg/100 g de amostra.

M-C LN GL FL
Total AGS 142,29 + 15,01% 128,76 + 15,76° 153,96 £14,10* 103,09 + 0,53°
Total AGI 389,51 + 14,86° 445,73+ 12,852 389,33 £ 9,14° 322,17 + 17,23¢
Total AGMI 93,37 £ 6,08° 107,30 + 11,622 99,12 + 6,69% 73,16 + 3,00°
Total AGPI 296,12 + 8,77° 338,43 + 1,222 290,21 + 2,44P 249,01 + 14,23°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p<0,05), pelo teste de Tukey (p<0,05).
Os dados sdo média + desvio padrdo (dp) (n = 3); AG: &cidos graxos, AGS: acidos graxos saturados, AGI: acidos graxos
insaturados, AGMI: 4cidos graxos monoinsaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.

Os AGI (322-445,73 mg/100 g) predominaram sobre AGS (103,09-153,96 mg/100 g).
Dos AGl, foi possivel observar que os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (249,01-338,43
mg/100g) predominaram sobre os AGS e AGMI. A concentracdo de AGMI foi a mais baixa no
M-C e em todas as fracGes (73,16-107,30 mg/100 g).

Os resultados obtidos concordam com as observagfes de utros autores de que os AGI
predominam sobre os AGS nos cogumelos, especialmente o acido linoléico (BERTELI et al.,
2021; HELENO et al., 2015; KALAC, 2013). A predominéncia de AGI, especialmente AGPI,
é particularmente boa, uma vez que os AGS estdo associados a disturbios cardiovasculares,
enquanto uma alta ingestdo de AGPI e AGMI esté relacionada ao tratamento e prevengdo desses
disturbios, bem como aqueles relacionados ao metabolismo da glicose e lipidios (SILVA
FIGUEIREDO et al., 2017).
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3.2.2.3 Atividade antileishmania dos extratos lipidicos e fragdes.

As atividades antileishmania in vitro dos extratos Bligh e Dyer/cloroférmio (BD-C),
Bligh e Dyer/diclorometano (BD-D), Maceragéo/cloroférmio (M-C), maceracdo/diclorometano
(M-D), lipidios neutros (LN), glicolipidios (GL) e fosfolipidios (FL) estdo resumidas na Tabela
29. Todos os extratos e fracdes, com excecdo da fragdo FL, foram capazes de inibir o
crescimento de promastigotas e amastigotas. Foi possivel observar que todas as amostras foram
mais ativas contra amastigotas do que promastigotas. A fracdo LN foi a que apresentou a maior
atividade contra L. amazonensis na forma promastigota (69,86 pg/mL), enquanto que na forma
amastigota, a maior atividade foi observada pelo BD-D (21,48 pg/mL)

Considerando somente 0s extratos, o que apresentou menor valor para ambas as formas
parasitarias, ou seja, que obteve maior atividade contra o protozoario L. amazonensis, foi o BD-
C, com 82,10 pg/mL para promastigota e 21,48 pg/mL para amastigota.

A citotoxicidade das amostras foi avaliada contra macréfagos J774A.1 (Tabela 29).

Tabela 29. Atividade antiproliferativa dos extratos e fragGes lipidicas de G. stipitatum contra o protozoério
parasita Leishmania amazonensis e citotoxicidade em macréfagos J774A.1.

J774A.1 L. amazonensis

Amostras Promastigotas Amastigotas

CCso (Mg/mL) I1Cs0 (ug/mL) IS I1Cs0 (ug/mL) IS
BD-C 76,71 £ 8,96 82,10 £ 8,02 0,93 21,48 £2,29 3,57
BD-D 71,14 +7,13 153,61 £ 9,18 0,46 39,71+£2,39 1,79
M-C 117,52+13,69 176,73 + 3,16 0,66 40,81+ 4,93 2,88
M-D 129,40+14,15 187,85 + 7,64 0.69 49,78 £ 3,55 2,70
LN 57,60 £ 9,22 69,86 + 2,51 0,82 40,45+ 2,23 1,42
GL 56,43 £ 7,55 129,73+ 2,73 0,43 31,27+ 1,25 1,80
FL 410,51 + 32,44 >200 ND >100 ND
Miltefosina 26.06 +4.43 9.63+0,22 2.71 0.78 +0,04 33,41

Cada valor representa a média + desvio padrdo para trés experimentos realizados em duplicata. LN: lipidios neutros, GL:
glicolipidios, FL: fosfolipidios, BD-C: Bligh e Dyer/cloroférmio; BD-D: Bligh e Dyer/diclorometano; M-C:
Maceragdo/cloroférmio; M-D: Maceragdo/diclorometano; ICso: concentracdo inibitoria para 50% dos parasitas, CCso:
concentracéo citotoxica para 50% das células, IS: indice de seletividade (CCso/ICso); ND: ndo determinado.

Em relacdo ao CCso dos extratos e fragdes para os macrofagos da linhagem J774A.1,
guanto maior seu valor, menos citotoxico o extrato sera para a célula. Deste modo, a fracdo FL
foi a apresentou melhor resultado, com 410,51 pg/mL. No entanto, esté fracdo ndo apresentou
atividade contra as formas de L. amazonensis. Cabe destacar que, todas as amostras foram
menos citotoxicas que o antileishmania miltefosina.

Os resultados da ICsp para promastigotas aproximam-se do encontrado na literatura, de
160 pg/mL contra promastigotas de Leishmania major quando testado extrato obtido da
maceracao com metanol de Pleurotus ostreatus (RAMEZANI et al., 2017). Outro estudo obteve

ICso para esta mesma forma parasitaria de 100 pg/mL de extratos polissacaridicos de
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Termitomyces eurhizus, 86,9 ug/mL de Russula laurocerasi e 93,9 ug/mL do extrato etandlico
de Grifola frondosa (KOKO et al., 2021).

A atividade antileishmania dos extratos pode estar associada a presenca do acido
linoleico, presente em maior quantidade em todas as amostras, bem como a alta quantidade de
AGPI (Tabela 30) Sabe-se que os AGPI sdo um dos principais constituintes da membrana
glicolipidica das células e que a deficiéncia destas substancias, afetam o funcionamento de
células de defesa, prejudicando a interacdo célula-célula por modificar a adesao celular, induzir
fraca sinapse e comprometer a apresentacao de antigeno as células T (SAINI; RAI, 2020).

Além disso, em nosso corpo, o &cido linoleico é precursor de éacidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa e do &cido araquidénico, que por sua vez, da origem a Vvarias
moléculas bioativas, como prostaglandinas e leucotrienos, importantes para a resposta imune
contra o parasita (SAINI; RAI, 2020; SILVA, 2016). O estudo de Saini e Rai (2020) realizado
com Leishmania donovani com o objetivo de determinar o efeito do &cido linoleico sobre o
parasita demonstrou a capacidade preventiva e terapéutica deste acido graxo frente a infec¢éo.
Sua atividade se da por duas explicac6es: inibicdo da liberacdo de microvesiculas derivadas de
L. dovani (LdMv) da forma promastigota, que exercem efeito imunossupressor por meio da
resposta Th-2; e estimulacdo da resposta pro-inflamatoria dentro do macréfago pela via da 5-
lipoxigenase, possibilitando a eliminacgdo do parasita intracelular.

Uma forma de associar os valores de atividade antileishmania e citotoxica para
macrofagos é utilizando o indice de seletividade (IS), que pode ser definido como a razéo entre
CCsoe ICsp, indicando quantas vezes uma substancia é mais seletiva para o parasito do que para
a célula humana (LIMA, 2020). Idealmente, o composto deve apresentar IS maior que 1, ou
seja, baixo ICsp (alta eficacia contra o parasito) e alto CCso (baixa toxicidade celular) (BRAZ,
2021).

Analisando os resultados apresentados na Tabela 29, quando avaliado a atividade dos
extratos contra a forma amastigota do parasito, os valores de IS sdo satisfatorios e promissores,
de 1,79 e 3,576 para BD-D e BD-C, respectivamente. No entanto, para a forma promastigota
do parasito, nenhum dos extratos analisados apresentou IS acima de 1, mostrando-se mais
seletivo para as células humanas do que em relagdo ao parasito. J& em relacdo as fracGes, a que
apresentou melhor indice de seletividade foi a fracdo GL contra a forma amastigota, com 1S
1,80, e contra a forma promastigota, a fragdo LN.

Uma possibilidade para aumentar o IS, diminuindo a toxicidade do composto e o
mantendo estavel, é a protecdo dos acidos graxos poli-insaturados, que sdo suscetiveis a

oxidagéo durante o0 armazenamento e processamento. Esta protecdo pode ser feita modificando
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sua apresentacdo para um lipossoma e consequentemente aumentando sua eficécia, pois
acarreta na melhora da biodisponibilidade, propriedades farmacocinéticas e diminui a
toxicidade e reacdes adversas (SOUZA, 2014; BRAZ, 2021).

3.3 Identificacdo dos compostos por UPLC-ESI-QTOF-MS/MS

A investigacdo quimica dos extratos de G. stipitatum resultou na identificacdo putativa
de 25 compostos. As amostras foram analisadas por espectrometria de massas de alta resolucéo
e a identificacdo desses compostos foi proposta apds uma revisdo do género Ganoderma e da
familia Ganodermataceae (BISWAL et al., 2022; PAN et al., 2015; TEL-CAYAN et al., 2015;
ZENGIN et al., 2015), além do valor do erro de massa (ppm). Os compostos identificados sdo
apresentados na Tabela 30 e os dados das analises (erro, fragmentos e referéncias) dos
compostos sao apresentados na Tabela S1 (material suplementar).

A andlise cromatografica dos extratos possibilitou a caracterizagdo de trés acidos graxos,
quatro aminoacidos, oito compostos fendlicos e treze triterpenos (Tabela 31). Os compostos
identificados foram: serina (24), acido fumarico (25), acido benzbico (26), &cido p-
hidroxibenzéico (27), acido 3,4-di-hidroxi-2-metoxibutandico (28), acido protocatecuico (29),
acido p-cumarico (30), galato de metila (31), &cido azelaico (32), &cido ganodérico DM (33),
acido 1lo-hidroxi-3,7-dioxo-50-lanosta-8,24(E)-dien-26-6ico  (34), acido 3p,15a,22p-
trihidroxilanosta-7,9(11),24-trien-26-6ico (35), acido ganolucidico D (36), acido 3pB,7B-
diidroxi-11,15,23-trioxo-lanost-8,16-dien-26-6ico (37), &cido ganodérico D (38), acido
ganodérico A (39), acido ganoderénico C (40), acido ganolucidico C (41), &cido ganodérico M
(42), &cido ganodérico N (43), acido ganodérico 1 (44), &cido ganodérico K (45), feniletilamina
(46), acido malico (47), tirosina (48), sebacato de dimetila (49) e é&cido 13-
hidroxioctadecadiendico (50).

O extrato que demonstrou a maior variedade de compostos foi a fracdo hidrometandlica
(FHMGAN) com 25 compostos identificados, seguido do extrato bruto metanolico (EBGAN)
e fracdo diclorometanica (FDCGAN) com 16 e 14 compostos, respectivamente. Destacando 0s
compostos triterpenos identificados apenas no extrato HMGAN (compostos 34, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44 e 45) e EBGAN (composto 35).
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Tabela 30. Compostos identificados por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS em extratos e fragdes de G. stipitatum.
Amostra

Compostos # FM MM (m/z) FDCGAN _EBGAN FAMGAN Classe

Modo negativo (-)

Serina 24 CsH/NO; 105,0425 v v Aminoécido
Acido fumarico 25 C4H404 116,0109 N N Composto fenélico
Acido benzébico 26 C7Hq0; 122,0367 v v NG Composto fenolico
Acido p-hidroxibenzoico 27 C7HsO3 138,0316 v v v Composto fendlico
Acido 3,4-di-hidroxi-2-metoxibutandico 28 CsH100s 150,0528 v v v Acido graxo
Acido protocatecuico 29 C7/H6O4 154,0266 v v Composto fendlico
Acido p-cumarico 30 CoHgOs 164,0473 v v Composto fenélico
Galato de metila 31 CsHsOs 184,0371 v N4 v Composto fendlico
Acido azelaico 32 CoH1604 188,1048 v N4 v Composto fendlico
Acido ganodérico DM 33 C30H1404 468,3234 v N4 v Triterpeno
Acido 11o-hidroxi-3,7-dioxo-50-lanosta-8,24(E)-dien-26-6ico 34 C30H405 484,3183 v Triterpeno
Acido 3p,15a,22p-trihidroxilanosta-7,9(11),24-trien-26-6ico 35 CaoHas0s 486,3339 v Triterpeno
Acido ganolucidico D 36 C30H1406 500,3132 v N4 Triterpeno
Acido 3p,7B-diidroxi-11,15,23-trioxo-lanost-8,16-dien-26-ico 37 CaoH1207 514,2925 N N Triterpeno
Acido ganodérico D 38 CaoH4,07 514,2925 v Triterpeno
Acido ganodérico A 39 CaoH407 516,3081 v Triterpeno
Acido ganoderénico C 40 CaoH407 516,3081 Vs Triterpeno
Acido ganolucidico C 41 C3oH4407 518,3238 v Triterpeno
Acido ganodérico M 42 C3oH420s 530,2874 v Triterpeno
Acido ganodérico N 43 CaoH4208 530,2874 v Triterpeno
Acido ganodérico m 44 C3oH440g 532,3030 N4 Triterpeno
Acido ganodérico K 45 C3oH4609 574,3136 v Triterpeno

Modo positivo (+)
Feniletilamina 46 CsH1iN 121,0891 v v v Aminoacido
Acido mélico 47 C4HeOs 134,0215 v v v Composto fendlico
Tirosina 48 CoH11NOs 181,0738 v N4 N4 Aminoécido
Sebacato de dimetila 49 C1oH2,04 230,1518 v N4 N4 Acidos graxo
Acido 13-hidroxioctadecadienéico 50 CisH303 296,2351 v N4 N4 Acidos graxo
Numero total de compostos 14 16 25/

FM: Formula molecular; MM: Massa molecular; Extrato bruto metandlico (EBMGAN); Fracdo diclorometano (FDCGAN) e Fragdo hidrometanolica (FHMGAN).
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O 4cido protocatecuico, acido p-hidroxibenzoéico, &cido benzdico também foram
encontrados nas espécies Ganoderma applanatum e Ganoderma resinaceum (ZENGIN et al.,
2015). Stojkovi¢ et al. (2015), encontraram em G. lucidum os &cidos malico, fumarico,
protocatecuico, p-hidroxibenzdico e p-cumarico. Ja Obodai et al. (2017), analisaram 12
espécies do género Ganoderma e observaram a presenca dos &cidos malico, fumarico,
protocatecuico, p-hidroxibenzoico e p-cumarico, demonstrando que esses &cidos s&o
caracteristicos do género Ganoderma.

A presenca de diversos compostos triterpénicos nas fracdes analisadas € muito relevante,
pois esses compostos tém aplicagcbes na medicina e na alimentacdo. Sutkowska-Ziaja et al.
(2023), demonstraram que 0s compostos triterpénicos de Ganoderma spp., apresentam
atividade anticancer, neuroprotetiva, anti-inflamatoria e imunomoduladora.

Segundo Sanodiya et al. (2009), o &cido ganodeérico A (39) é capaz de suprimir a liberacédo
de histamina e aumentar o funcionamento dos drgéos digestivos em humanos. Chen et al. (2017)
demonstrou que esse triterpeno diminui a gordura no sangue, reduz a pressao arterial e regula
as funcdes hepaticas. J& o acido ganodérico D (38) apresenta efeitos antiproliferativos (LIANG

et al., 2019) e citotdxicos contra linhagens de cancer de célon (LIU et al., 2010).

3.3.1 Atividade antileishmania dos extratos hidrofilicos

As atividades antileishmania in vitro do extrato bruto metandlico (EBMGAN), fracdo
diclorometano (FDCGAN) e fracdo hidrometandlica (FHMGAN), estdo resumidas na Tabela
31. Somente a FDCGAN foi capaz de inibir o crescimento de promastigotas € amastigotas, pois
o EBMGAN inibiu o crescimento somente da forma amastigota. Foi possivel observar que as
amostras foram ativas contra amastigotas do que promastigotas. A fracdo FDCGAN foi a inica
que apresentou atividade contra L. amazonensis na forma promastigota (85,79 pg/mL), e

também a mais ativa contra a forma amastigota (47,67 ng/mL).

Tabela 31. Atividade antiproliferativa do extrato bruto metandlico e fragdes de G. stipitatum contra o protozoério
parasita Leishmania amazonensis e citotoxicidade em macréfagos J774A.1.

J774A.1 L. amazonensis
Amostras Promastigotas Amastigotas
CCso (Hg/mL) I1Cso (Mg/mL) IS I1Cso (Mg/mL) IS
EBMGAN 117,55 + 16,28 >200 ND 88,20 + 0,86 1,33
FDCGAN 132,03 £ 3,28 85,79 £ 8,63 1,54 47,67 £ 4,71 2,77
FHMGAN 751,45 + 13,84 >200 ND >100 ND
Miltefosina 26.06 * 4.43 9.63+0,22 2.71 0.78 £ 0,04 33,41

Cada valor representa a média + desvio padrao para trés experimentos realizados em duplicata. EBM: Extrato Bruto Metanolico
Ganoderma; FDCGAN: Fragdo Diclorometano Ganoderma; FHM: Fragdo Hidrometandlica Ganoderma; ICso: concentragdo
inibitdria para 50% dos parasitas, CCso: concentragéo citotdxica para 50% das células; 1S: indice de seletividade (CCso/ICso);
ND: ndo determinado
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Em relacdo ao CCsp para os macrofagos da linhagem J774A.1, a FHMGAN foi a
apresentou menor citotoxicidade com CCso = 751,45,51 pg/mL. No entanto, esta fracdo nao
apresentou atividade contra as formas de L. amazonensis.

Uma forma de associar os valores de atividade antileishmania e citotoxica para
macrofagos é utilizando o IS. Idealmente, o composto deve apresentar IS maior que 1, ou seja,
baixo I1Cso (alta eficacia contra o parasito) e alto CCsq (baixa toxicidade celular) (BRAZ, 2021).

Analisando os resultados apresentados na Tabela 31, quando avaliado a atividade dos
extratos contra a forma amastigota do parasito, os valores de IS foram 3,77 e 1,33 para a
FDCGAN e 0 EBMGAN, respectivamente. Para a forma promastigota do parasito, somente a
FDCGAN apresentou IS acima de 1, mostrando-se mais seletivo para o parasito em relacéo ao
ceélulas humanas.

Antwi et al. (2018), demonstraram a atividade de compostos fendlicos contra Leishmania
donovani. Dentre os compostos identificados, foi observado a presenca dos &cidos
protocatecuico e p-cumarico, que também foram encontrados no presente trabalho. Esses
compostos apresentaram atividade contra a forma promastigota da Leishmania donovani. O
acido protocatecuico e o p-cumarico apresentaram ICsode 72.54 e 76,09 uM, com IS de 7,04 e

4,24, respectivamente.

3.4 POLISSACARIDEOS
3.4.1 Obtencao

A partir de 5g do material seco de G. stipitatum, calculou-se os rendimentos das fracdes

oriundas da extracdo aquosa e alcalina. Os resultados estdo apresentados na Tabela 32.

Tabela 32. Rendimento das fracdes aquosas e alcalinas de Ganoderma stipitatum

Fracdo Rendimento Figura
Peso (mg) | Porcentagem
(%, p/p)
Sobrenanante aquoso (FagGA — SP) 600,5 12,09 29A
Fracdo precipada aquosa apos a didlise (FaqGA) 186,5 3,73 29B
Fracdo precipada alcalina apds a dialise (FalcGA 781,3 15,73 29C

p/p: peso por peso.

O maior rendimento dentre todas as fracGes foi para o precipitado alcalino ap6s dialise
(FalcGA), com rendimento bruto de 781,3 mg (15,73%) (Figura 29C). Em seguida, destacam-
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se 0 sobrenadante aquoso (FagGA-SP) (Figura 29A), com rendimento de 12,09%, e a fracdo
precipitada aquosa apds a dialise, com 3,73% (Figura 29B).

Figura 29. FragBes aquosas obtidas a partir de G. stipitatum. Fracdo sobrenadante aquosa — FagGA-SP (A), fracdo
precipitada aquosa apo6s dialise — FaqGA (B), fragdo precipitada alcalina apds a didlise — FalcGA (C). Fonte: O
autor, 2020.

Os polissacarideos sdao macromoléculas polares. A selecdo do método de extracao ideal
depende da estrutura da parede celular. Os polissacarideos extraidos podem ser purificados
usando uma combinacao de técnicas, como a precipitacdo com etanol. Devido as estruturas
abrangentes e a uma variedade de atividades bioldgicas dos polissacarideos, mais pesquisas sao
necessarias para explorar métodos comerciais eficazes de extracdo e purificacdo para obter
amostras suficientes de polissacarideos para pesquisa (GONG et al., 2020). O principio béasico
é quebrar a parede celular da camada externa para a camada interna sob condic¢des de extracao
suaves a fortes (pH e temperatura) (ZHANG et al., 2007).

A extracdo com &gua quente € a metodologia mais comum para extracdo de
polissacarideos de Ganoderma, onde a alta temperatura é necessaria para acelerar a dissolucéo
de polissacarideos das paredes celulares (NIE et al., 2013; SHI et al., 2016). A extracdo aquosa
juntamente com o método de precipitagdo com alcool é o método tradicional mais frequente e
tem as vantagens de ser simples de operar e de baixos requisitos de equipamento. Este método
n&do requer reagentes especiais e permite obter uma fracdo de polissacarideo solivel em &gua
mais adequada para uso. No entanto, embora o método de extracdo tradicional seja fécil de
realizar, requer um longo tempo de extracdo, grandes volumes de solventes e temperaturas
elevadas (WU et al., 2019; GONG et al., 2020).

Como demonstrado, o processo de extracdo de polissacarideos de cogumelos é
tradicionalmente realizado utilizando 4gua quente, e comumente é realizado por refluxo ou por
soxhlet (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016). No entanto, possui um ciclo operacional

longo, pois comumente a extracdo € realizada por 2-3h a 100 °C, repetindo-se diversas vezes
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para aumentar a eficéncia da extragdo (LIU et al., 2014). Estudos anteriores descrevem o uso
de 4gua quente (70-100 °C) em uma proporg¢do amostra:liquido (1:10-1:40 g/L) por 1-4 h, e a
extracao é repetida até a exaustdo (CAl etal., 2021; GAO et al., 2021; SONG et al., 2015; TIAN
et al., 2022). Bheha et al. (2022), por exemplo, realizaram a extragédo por refluxo por 8 h a 100
°C, logo, o ciclo exige uma extensa carga de trabalho. Uma alternativa possivel é a extracdo
hidrotérmica, levando a reducgdo do tempo de extracéo para apenas 20 min (MARIANO et al.,
2023).

Diferente dos métodos convencionais de extracdo aquosa a quente, que utilizam o
refluxo, os polissacarideos do basidiocarpo do cogumelo G. stipitatum foram obtidos a partir
da extracdo aquosa a quente em autoclave, seguido da extracdo alcalina utilizando hidroxido de
potassio. No entanto, a extrac¢do alcalina foi realizada pelo método tradicional sob refluxo.

No presente trabalho, os rendimentos da extracdo aquosa a quente em autoclave (3,73%)
seguida da alcalina (15,73%) foram superiores aos relatados anteriormente para polissacarideos
de G. resinaceum, que apés a extragdo aquosa a quente por refluxo, o rendimento foi de 2,33
% e, na alcalina, 10,57% (BLEHA et al., 2022). Também foi superior aos rendimentos relatados
anteriormente para a extracdo aquosa de polissacarideos de G. lucidum (1,45%) (WANG et al.,
2011) e por extracdo alcalina (8,30%) (HUANG et al., 2010). Cabe destacar que, no trabalho
de Bleha et al. (2022), a extragao sob refluxo foi realizada por 8 h, e mesmo assim apresentou
um rendimento menor comparado ao presente trabalho. Em contrapartida, a extracdo em
autoclave foi realizada em apenas 20 min, reduzindo drasticamente o tempo de extragcdo e
demonstrando o potencial desta técnica para extragdo de polissacarideos de cogumelos.

A extracdo hidrotérmica de polissacarideos de materiais vegetais, como ocorre em
autoclave, € uma metodologia promissora, ndo convencional e emergente, que pode constituir
uma alternativa potencial aos métodos convencionais ou mesmo ser combinada com outros
métodos para obter um efeito sinérgico, reduzindo assim o tempo de extracdo, gasto de energia,
bem como consumo de solventes e evitar o uso de solventes toxicos (CHEMAT; KHAN, 2011;
ABREU et al., 2021).

Mariano et al. (2023), utilizaram a extragcdo por autoclave para extracdo de inulina a
partir das raizes de Stevia rebaudiana, comparando com o método convencional de extracdo
que € realizado por refluxo a quente. No trabalho em questéo, foi demonstrado que a extragdo
em autoclave foi mais eficiente para a extracdo de inulina quando comparada ao processo
convencional. Isto provavelmente ocorre porque este procedimento utiliza uma combinacgdo de
agua pressurizada com alta temperatura (121 °C). O aquecimento até o ponto de ebulicdo

geralmente permite a separacdo de heteropolissacarideos e alguns glucanos das paredes
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celulares dos fungos, muitas vezes misturados com proteinas e glicoproteinas (BAEVA et al.,
2019). Essas condicdes foram alcangadas em autoclave de laboratério, o que efetivamente causa
maior desintegracdo da parede celular vegetal e consequentemente um melhor desempenho de
extragéo.

Além da &gua, solugdes &cidas, salinas e alcalinas diluidas também sdo usadas para
extrair os polissacarideos com o intuito de quebrar as paredes celulares da camada externa para
a interna em condicGes leves a fortes (NIE et al., 2013), e como ja demonstrado, no presente
trabalho os rendimentos da extracéo alcalina foi superior aos obtidos para outras espécies do

mesmo género.

3.4.2 Analise dos polissacarideos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Inicialmente as analises realizadas foram a determinacdo da composicao
monossacaridica das fracdes aquosa e da fracdo alcalina. A fracdo sobrenadante aquosa nao foi
analisada.

A partir da analise por RMN da regido anomérica (6-4 ppm) apés hidrolise da amostra,
foi possivel estimar as suas composicdes monossacaridicas. A andlise e comparacdo dos
deslocamentos quimicos dos monossacarideos foi realizada de acordo com Sassaki et al. (2014).
A porcentagem a partir da integracéo relativa dos hidrogénios anoméricos foi calculada para
determinar as proporcdes de cada monossacarideo presente na amostra. Para a fracdo alcalina
(Figura 30), os valores de integragdo obtidos foram 1,00 (a-Glc), 0,51 (B-Glc), 0,48 (a-Xil) e
0,80 (B-Xil), obtendo-se um valor total de integragdo de 2,79, correspondente a 100%. A partir
deste valor, a proporcionalidade entre as integrais foi definida. A analise da composicao
mostrou que o aglcar predominante é a glicose, correspondendo a 54,11% (o e B), seguido da
xilose (45,89%; o ¢ B).

Em relacdo a composicdo monossacaridica da fracdo aquosa (Figura 31), baseado nos
valores de integracédo, foi observado que o acglcar predominante é a glicose (79,39%; o e B),

seguindo de ramnose (9,32%; a) e fucose (11,29%; a).
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A presenca de glicose como principal monossacarideo presente nas fracoes analisadas,
sugere que os polissacarideos séo glucanas, sobretudo na fragdo aquosa, em que a porcentagem
de glicose é quase 80%. No entanto, o alto percentual de xilose na fracdo alcalina, pode ser um
indicativo da presenca de xilana, ou de unidades de xilose ligadas a cadeia principal.

Chen et al. (2014), estudaram a composicdo da parede celular do cogumelo Pleurotus
tuber-regium, e demonstraram que a parede celular deste cogumelo é composta por uma fragdo
solavel em agua, uma fracdo soltvel em solucédo alcalina e uma fracdo insoltvel em solugédo
alcalina. A fragdo soluvel alcalina ¢ caracterizada como sendo B-glucanos na parede celular de
leveduras e fungos filamentosos, que ¢ composta principalmente por uma cadeia principal -
1,3 longa ou cadeias laterais curtas ligadas a 3-1,6, exatamente como foi observado no presente
trabalho e sera apresentado posteriormente. No entanto, muito mais residuos p-1,4 foram
encontrados nas fracdes solUveis em solucdo alcalina da parede celular no corpo de frutificacdo
do P. tuber-regium. Os monossacarideos manose, galactose e xilose foram encontrados nos
polissacarideos da parede celular soliveis em solucdo alcalina no corpo de frutificacdo do
cogumelo estudado. Todavia, como sera demonstrando, os sinais analisados por RMN séo
caracteristicos e indicativos da presenca de p-glucanas do tipo 1,3.

Homoglucanas séo biopolimeros lineares ou ramificados com uma estrutura composta
por unidades de glicose ligadas o ou B (como (1-3), (1-6)-B-glucanos e (1-3)-a-glucanos) e
podem conter cadeias laterais ligadas em diferentes posi¢cdes. Entre os homoglucanos, os 3
glucanos (componentes primarios das paredes celulares dos fungos superiores) sdo polimeros
de glicose que podem existir como uma estrutura ndo ramificada (1-3)-B-ligada ou como
estrututa linear B-1,3 com ramificagdo B-1,6 (MORADALLI et al., 2007; FERREIRA et al.,
2010). Em geral, D-glucanos lineares ¢ ramificados de configuragdes a e P, e mistas o, f
anoméricas sdo muito comuns em fungos, incluindo no género Ganoderma (GOW et al., 2017.

Os sinais espectro de RMN de *H da fragéo alcalina de G. stipitatum H1-H6 apareceram
em 4,78-3,34 ppm (Figura 32) e seu espectro de *C (Figura 33) mostrou picos caracteristicos
de uma B-1,3-glucana a 103,4 (C-1), 73,9 (C-2), 84,9 (C-3), 69,5 (C-4), 76,4 (C-5) e 61,5 (C-
6) ppms, respectivamente. Esses sinais estdo em concordancia com resultados descritos na
literatura para B-glucanas de G. lucidum (KIM et al., 2000; MANDAL et al., 2010; KAO et al.,
2012). No trabalho de Mandal et al. (2010), uma B-glucana também foi obtida a partir de um
extrato alcalino.

Outras B-glucanas também foram obtidas a partir de extracdo alcalina do cogumelo G.

lucidum. Wang et al. (2014), obtiveram uma B-glucana (1—3) com ramifica¢es nos carbonos
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C-6 e C-2. Wang e Zhang (2009) e Han et al. (2008), também encontraram uma B-1,3-glucana
a partir da extracdo alcalina dos corpos de frutificacdo de G. lucidum.
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Figura 33. Espectro de RMN 3C da fragéo alcalina de G. stipitatum

Como mostrado no espectro de RMN de *C, os sinais de uma p-1,6-glucana apareceram
em 103,2 (C-1), 73,9 (C-2), 76,3 (C-3), 70,2 (C-4), 75,3 (C-5), e 69,5 (C-6) ppm e 0s prétons
diagndsticos de H1 em 4,78 e H6 em 4,22a e 3,90b ppm (KAO et al., 2012). A cadeia da p-1,6-
glucana pode estar ligada a cadeia principal de B-1,3-glucana. A B-1,3-glucana parcialmente
isolada apos a extracdo alcalina dos corpos de frutificacdo G. stipitatum, pode ser uma mistura
com diferentes massas molares. O mesmo perfil apresentando para a fragdo alcalina também

foi observado para a fragdo aquosa (Figura 34 e 35).
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Figura 34. Espectro de RMN H da fracdo aquosa de G. stipitatum
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Figura 35. Espectro de RMN 3C da fragdo aquosa de G. stipitatum

Os sinais do espectro de RMN de 'H da fracdo aquosa de G. stipitatum H1-H6
apareceram em 4,77-3,35 ppm (Figura 34) e seu espectro de *C (Figura 35) mostrou picos
caracteristicos de uma f3-1,3-glucana a 103,4 (C-1), 73,8 (C-2), 84,2 (C-3), 69,4 (C-4), 76,3 (C-
5) e 61,5 (C-6) ppms, respectivamente. Esses sinais estdo em concordancia com resultados
descritos na literatura para B-glucanas de G. lucidum (KIM et al., 2000; MANDAL et al., 2010;
KAO et al., 2012).

T
54
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Também foi possivel observar os sinais de p-1,6-glucana no espectro de RMN de 3C
em 103,2 (C-1), 73,8 (C-2), 76,3 (C-3), 70,3 (C-4), 75,5 (C-5), e 69,5 (C-6) ppm € 0s prétons
diagnosticos de H1 em 4,77 e H6 em 4,19a e 3,90b ppm (KAO et al., 2012). Assim como na
fracdo alcalina, a cadeia da B-1,6-glucana pode estar ligada a cadeia principal constituida pela
B-1,3-glucana. A atribuicdo dos sinais comparando com dados da literatura sdo apresentados na
Tabela 33.



Tabela 33. Dados de RMN de *H e **C da fracio aquosa e alcalina de G. stipitatum em comparagiio com B-glucana isolada de Pleutorus djamor e Ganoderma lucidum

Origem Unidade de aclicar (*H/=C) Referéncia
H1l/C1l H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 Hé6 (H6’)/C6
B-glucana —3)-B-Glcp- (1— 4,54/102,7 3,34/72,5 3,51/86,3 3,29/68,4 3,32/76,1 3,73 (3,49)/60,7 MAITY etal.,
Pleotorus djamor 2019
B-glucana —3)-p-Glcp- (1— - /103,2 -173,2 - 185,2 - 168,4 -176,3 - 160,9 KAO etal.,
G. Lucidum —6)- B-Glcp-(1— -/102,2 -173,9 -176,5 - 1704 -176,8 - 169,7 2012
FaqGA —3)-B-Glep- (1— 4,54/103,4 3,35/73,8 3,51/84,2 3420694  3,32/76,3 3,76 (3,90)/ 61,5
G. stipitatum —6)- B-Glep-(1— 4,77/103,2 3,35/73,8 3,51/76,3 3,49/70,3  3,65/755 4,19 (3,9)/ 69,5
FalcGA —3)-B-Glcp- (1— 4,53/103,4 334/739 351/849 344/695 333/764 3,74(3,90)/61,5
G. stipitatum —6)- B-Glcp-(1— 4,78 /103,2 3,34/73,9 3,561/76,3 3,49/70,2 3,66/75,3 4,22 (3,90) / 69,5

Fragdo sobrenadante aquosa — FaqgGA-SP; Fragdo precipitada aquosa apds dialise — FaqGA.
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O pico de 4,63 ppm, observado no mapa de correlacdo HSQC, pode ser relacionada a
unidade glicosil das cadeias laterais. Com base nessas observacdes e em seus resultados
quimicos turnos, o pico de 4,63 ppm foi atribuido para H-1 do Gnico ramificado ou terminal da
B-1,6-glucana e 4,53 ppm para H-1 de todas as de cadeia lateral da -1,6-glucana, exceto o

terminal na cadeia lateral (Figura 36).
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Figura 36. Mapa de correlacdo do tipo HSQC da fragdo alcalina de G. stipitatum

Em geral, os B-glucanos podem intensificar a fagocitose e ativar a expressdo de uma
série de citocinas, como 0 TNF-o e varios tipos de interleucinas. Foi relatado que
polissacarideos com caracteristicas estruturais de ligagdo B-(1—3) na cadeia principal do
glucano com pontos de ramificacdo P-(1—6) sdo eficientes na capacidade antitumoral
(WASSER, 2002). Os polissacarideos que possuem atividade imunomoduladora consistem em
uma cadeia principal de B-glucano (1—3), ramificada com unidades de B-D-glucopiranosil
ligadas (1—6), sendo capazes de produzir uma inibi¢do completa do crescimento tumoral
(SINGDEVSACHAN et al., 2016). Outra aplicacdo promissora dos glucanos é no cancer, como
adjuvante da quimioterapia convencional. Os glucanos podem proteger o0 sistema
cardiovascular, melhorando a glicose, 0 metabolismo lipidico e a pressdo arterial (CERLETTI
etal., 2021).

1 (ppm)
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Devido a sua ampla gama de atividade bioldgica e a estrutura de residuos de glicose
ligados por ligagdes B-(1—3)-glicosidicas, muitas vezes com residuos de glicose de cadeia
lateral ligados por ligacdes B-(1—6), os polissacarideos do cogumelo, particularmente os [-
glucanos, sdo os metabdlitos mais versateis (GARCIA et al., 2022).

Algo que tem ganhado destaque em relacdo as glucanas é sua atuagdo como fibras
soluveis. Estes polimeros podem agir como fibras dietéticas, protegendo a parede intestinal,
servindo como probidticos e exercendo efeitos sobre a degradacdo de carboidratos disponiveis
e, consequentemente, sobre o indice glicémico dos alimentos ingeridos (MIRA, GRAF,
CANDIDO, 2009). Além disso, devido a capacidade de B-glucanas em desenvolver alta
viscosidade no trato gastrointestinal, podem retardar a absorcéo de glicose (DONG et al., 2011),
interferir na digestdo do amido (REGAND et al., 2011) e na absorcdo do colesterol
(LAZARIDOU et al., 2014).

CONCLUSAO

Os resultados para o presente trabalho se mostram promissores, pois a literatura é
extremamente escassa em relacdo a composicdo e atividade biolégica da espécie G. stipitatum,
sendo este o primeiro relato do perfil lipidico (CG/DIC) e hidrofilico (UHPLC-ESI-Q-TOF-
MS/MS) e atividade antileishmania.

O cogumelo demonstrou ser uma excelente fonte de acidos graxos, com concentracfes
altas de &cidos graxos insaturados, sobretudo de poli-insaturados (AGPI), sendo o acido
linoleico poli-insaturado predominante em todas as amostras analisadas, seguido pelo &cido
palmitico, acido oleico, acido elaidico, e estedrico. Nas analises por UHPLC-ESI-Q-TOF-
MS/MS, foram identificados compostos fenolicos, acidos organicos, aminoacidos e acidos
graxos e diversos compostos triterpénicos. Os extratos e fracbes apresentaram atividade
antileishmania contra as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, e em relagéo
a citotoxicidade para os macré6fagos da linhagem J774A.1, todas as amostras apresentaram
menor valores que o antileishmania miltefosina. A anéalise de composic¢do nutricional também
foi relatada pela primeira vez, apresentando 17,90% de proteina, 0,88% de lipidios, 2,21% de
cinzas, e 79,01% de carboidratos, sendo que 42,77% deste percentual corresponde a fibras.

Em relagéo aos polissacarideos, foi demonstrando que a extragéao utilizando a autoclave
é um método alternativo eficaz para a obtencdo destes compostos, reduzindo o tempo de
extragdo e aumentando o rendimento quando comparado ao método convencional de extrag&o.

A caracterizacdo quimica por RMN revelou a presenca de -glucanas com cadeia principal com
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ligacOes B -1—3 e ramificada com unidades de glicose com ligagdo f-1—6, no extrato aquoso
e alcalino. Considerando que glucanas de cogumelos apresentam varias atividades bioldgicas,
como a atividade imunomoduladora e, que as glucanas mais descritas e que tém demonstrado
atividade antitumoral sdo as que apresentam ligacdes B-(1—3) com ramificagdo (1—6), a
presenca destas moléculas nos extratos de G. stipitatum tem grande relevancia.

Portanto, o presente trabalho contribui de forma significativa para a literatura cientifica
do género Ganoderma e principalmente para a espécie G. stipitatum, demonstrando que o
cogumelo é uma excelente fonte para obtencdo de compostos bioativos com potencial biologico

e nutricional.
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ANEXQOS CAP. 3
MATERIAL SUPLEMENTAR



Tabela S1. Compostos identificados por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS em extratos de Ganoderma stipitatum

185

Erro . Referéncia/NUmero na
Compostos # FM ™ (m/z) lon precursor (ppm) tr (Min) lons fragmentos Extratos base de dados
. 104,0345 [M-H] 2,88 1,23 R EBGAN
Serina 24 C3H7NOs 105,0425 104.0344 [M-H]- 192 143 72;74; 102 HMGAN PAN et al. (2015)
A - 115,0032 [M-H] 5,21 2,30 . aa. EBGAN TEL-CAYAN et al.
Acido Fumarico 25 C4H404 116,0109 115,0032 [M-H] 5.21 143 73;98; 99 HMGAN (2015)
121,0291 [M-H] 5,78 1,77 DCGAN
Acido benzéico 26 C7HsO2 122,0367 121,0291 [M-H] 5,78 7,80 93; 95; 108; 119; 120 EBGAN QEANDG?&OSESIY?ZOB)
121,0290 [M-HT 4,95 7,83 HMGAN )
o S . 137.0238 [M-H] 3,64 7,55 0% OA- 110 100. 110. 199 1oE. DCGAN
Acido p-hidroxibenzéico 27 C7H603 138,0316 137.0238 [M-H]- 6.10 756 81; 93; 94; 108; 109; 119; 123; 135; 136 HMGAN ZENGIN et al. (2015)
f - . 131,0345 [M-H20-H] 5,34 7,36 DCGAN
Qi'tgg’(imfr:é?égmx"z' 28 | CsHwoOs 150,028 131,0344 [M-H.O-HJ 4,57 7,38 85; 87; 88; 113; 114; 131 EBGAN -
131,0346 [M-H20-H] 6,10 7,43 HMGAN
‘. . 153,0187 [M-H] 3,26 7,55 91, 95; 107; 108; 109; 110; 123; 124; DCGAN
Acido protocatecuico 29 C7H604 154,0266 153,0188 [M-H]- 3.92 756 125: 151 HMGAN ZENGIN et al. (2015)
. . 163,0394 [M-H] 3,06 7,69 . . . . . . . DCGAN
Acido p-cumarico 30 CoHsO3 164,0473 163,0395 [M-H] 3.92 756 93; 117, 119; 120; 121, 134; 135; 145 HMGAN HMDBO0030677
165,0188 [M-H20-H]- 3,63 7,53 DCGAN
Galato de metila 31 CsHsOs 184,0371 165,0184 [M-H20-H] 1,21 8,42 77;87; 93; 95; 121, 123; 137; 139; 165 EBGAN HMDB0254590
165,0183 [M-H20-H] 0,60 8,41 HMGAN
A . 169,0867 [M-H20-H] 4,73 8,95 A7 4Aq. DCGAN
Acido azelaico 32 CoH1604 188,1048 169,0861 [M-H0-H] 118 8.97 125; 127; 141, 142 HMGAN HMDBO0000784
467,3170 [M-HJ 3,20 12,44 Q4 110 119 115+ 169 164+ 171- DCGAN
Acido ganoderico DM 33 C30H4404 468,3234 467,3143 [M-H] -2,72 12,44 2259‘219é1g7(1)1£212214516é52 154, 171 EBGAN BISWAL et al. (2022)
467,3147 [M-HJ -1,71 12,79 ' ' ' ' HMGAN
Acido 11a-hidroxi-3,7-dioxo-
" . 85; 100; 116; 152; 163; 219; 255; 301,
g?gcl)anosta-&m (E)-dien-26- 34 CaoHwOs  484,3183 483,3104 [M-H] -0,15 9,71 345 407 425: 466; 469: 470 HMGAN  BISWAL et al. (2022)
Acido 3p,150,22p- 116; 128; 195; 197; 213; 214; 235; 255;
trihidroxilanosta-7,9 (11),24- 35 C30H4605 486,3339 485,3245 [M-H] -3,24 9,24 256; 287, 288; 289; 290; 301, 423; 439; EBGAN BISWAL et al. (2022)
trien-26-6ico 441; 443; 483
78; 100; 152; 272; 299, 314, 341; 367,
i . 481,2940 [M-H20-H] -1,66 11,53 e A L an. DCGAN
Acido ganolucidico D 36 C30H4406 500,3132 481,2925 [M-H,0-H] 477 1157 igi 43122 407; 408; 409; 423; 437; 438; EBGAN BISWAL et al. (2022)
99; 122; 142; 149; 150; 193; 201; 214;
Acido 3p,7p-diidroxi-11,15,23- 495,2726 [M-H20-H] -3,02 8,77 215; 217; 247, 283; 285; 287; 299; 301; EBGAN
trioxo-lanost-8,16-dien-26-Gico | o' | CoH«O7  514,2925 495,2731 [M-H20-H]- -2,01 8,76 302: 131: 535; 417: 421; 433 435, 436, HMGAN  DISWALetal. (2022)

451
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95; 99; 111; 149; 153; 177; 195; 211,

Acido ganodérico D 38 CaoH4207 514,2925 513,2835 [M-H] -2,28 7,87 247; 265; 283; 285; 301; 303; 319; 436; HMGAN  BISWAL et al. (2022)
438; 451, 469
- L i 124; 168; 195; 201; 249; 285; 287; 303;
Acido ganodérico A 39 CaoH4407 516,3081 497,2896 [M-H20-H] -0,20 8,31 304- 437- 452: 453, 454 HMGAN  BISWAL et al. (2022)
85; 115; 147; 149; 151; 163; 165; 187;
< . o . 193; 195; 211, 249; 251; 269; 285; 287,
Acido ganoderénico C 40 C3oH1407 516,3081 515,2989 [M-H] -2,66 8,20 288: 209: 301 302: 303: 304- 338 345 HMGAN  BISWAL etal. (2022)
377, 451, 456, 497, 500
) 85; 129; 137; 151; 153; 165; 195; 229;
Acido ganolucidico C 41 CaoH4407 518,3238 517,3148 [M-H] -2,27 7,90 249; 287; 301; 303; 411, 437; 455; 499; HMGAN  BISWAL et al. (2022)
515
97; 111; 135; 149; 165; 189; 205; 247;
Acido ganodérico M 42 C3oH4208 530,2874 511,2675 [M-H20-H] -2,93 8,76 263; 272; 283; 299; 301; 332; 355; 405; HMGAN  BISWAL et al. (2022)
434; 449; 467; 495
73; 83; 85; 87; 95; 101; 108; 111; 115;
) 121; 122; 124; 129; 150; 167; 182; 195;
Acido ganodérico N 43 C3oH4208 530,2874 529,2789 [M-H] -1,27 8,10 201; 208; 210; 263; 271; 285; 310; 340; HMGAN  BISWAL et al. (2022)
350; 411; 421; 449; 467; 469; 470; 501;
511; 513; 514
85; 109; 111; 115; 123; 129; 144; 151;
[ L. } 155; 189; 203; 211; 217; 253; 265; 301;
Acido ganodérico 1 44 C3oH4408 532,3030 531,2938 [M-H] -2,58 7,85 318 310 423. 425. 453: 454 469; 471 HMGAN BISWAL et al. (2022)
469; 470; 513; 515; 516
116; 129; 149; 191; 217; 233; 249; 253;
) 265; 285; 301; 307; 315; 317; 343; 317;
Acido ganodérico K 45 C30H4609 574,3136 531,2938 [M-H] -3,44 8,15 359; 361; 419; 421; 434; 449; 450; 451; HMGAN  BISWAL et al. (2022)
452; 465; 480; 493; 501; 511; 527; 529;
531; 555
122,0956 [M+H]* -6,55 1,52 50, 70. on. . . . . . DCGAN
Feniletilamina 46 | CHuN  121,0891  122,0056 [M+H]* 819 402 77,16 19,80, 103, 104, 105,106 121 ggGAN  HMDBO012275
122,0956 [M+H]* -5,73 1,59 HMGAN
- - 157,0117 [M+Na]* 6,36 4,55 81; 84; 95; 98; 102; 110; 112; 113; 128; EBGAN
Acido mélico 47 C4HeOs 134,0215 157.0102 [M+Na]* 318 175 155: 157 HMGAN HMDBO0000744
218,0224 [M+K+2H]* 4,58 1,17 o9 oA 0. . . . . . DCGAN
Tirosina 48 CoH1:NOz  181,0738 182,0801 [M+H]* -5,49 3,03 12371334122 122 ig? iég 118; 121; EBGAN HMDBO0000158
218,0214 [M+K+2H]* 3,66 0,78 ' ' ' ' ' ' HMGAN
S 231,1575 [M+H]* -6,48 7,93 77;79; 81, 83; 85; 91; 93; 95; 96; 97; DCGAN
Sebacato de dimetila 49 C12H2204 230,1518 231,1582 [M+H]* -3.89 7.93 105: 109: 113 123: 127: 151 HMGAN NIST1118501
- 319,2231 [M+Na]* -3,75 10,68 A oL, . . . . . DCGAN
AL sz | 0| CwOr Mol GSmBOKNG s e [SUESIUSIOUOLLY Goi  wpssm
319,2230 [M+Na]* -4,07 10,78 ' ' ' ' ' ' ' HMGAN
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Figura S1. Cromatogramas obtidos por CG/DIC do (BD-C) Bligh e Dyer/cloroférmio; (BD-D): Bligh e Dyer/diclorometano; (M-C): Maceragdo/cloroférmio; (M-D):
Maceracao/diclorometano de G. stipitatum demonstrando os &cidos graxos majoritarios nas amostras. Acido miristico (8), acido palmitico (11), acido linoleico (15), 4cido oleico
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Figura S2. Cromatogramas obtidos por CG/DIC do extrato (M-C) Maceracao/cloroférmio; (LN) Lipidios Neutros; (GL) Glicolipidios; (FL) Fosfolipidios de G. stipitatum,
demonstrando os acidos graxos majoritarios nas amostras. Acido miristico (8), 4cido palmitico (11), &cido linoleico (15), 4cido oleico (17), acido elaidico (19) e &cido esteéarico

(20).



