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RESUMO

POTENCIAL ANSIOLITICO, ANTIDEPRESSIVO E ANTICONVULSIVANTE DO EXTRATO DE
Leucopaxillus sp. EM CAMUNDONGOS SWISS

Autora: Laura Nadyne da Silva Silvestre
Orientador: Quintino Moura Dias Junior
Co-Orientador: Clarice Maia Carvalho

INTRODUCAO: Os fungos Agaricales, conhecidos popularmente por cogumelos, sdo caracterizados pela
presenca de um basidioma com himénio lamelado e apresentam ampla diversidade na regido Amazonica. Os
fungos e seus constituintes tém sido aplicados em diversas areas, especialmente na indistria alimenticia e
farmacéutica, devido as suas propriedades biologicamente ativas. Na medicina, evidéncias indicam que os fungos
agaricales de diversas partes do mundo e seus constituintes quimicos sdo potencialmente (teis no tratamento de
doencas neuropsiquiatricas tais como ansiedade, depressdo e convulsdo. OBJETIVO: Desta forma, 0 presente
estudo tem como proposta avaliar o potencial ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsivante do extrato alco6lico
de Leucopaxillus sp. (EAL) em modelos animais. MATERIAL E METODOS: Fungos Agaricales foram
coletados no Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre (UFAC) e na Fazenda Experimental Catuaba
(UFAC), ambos localizados no estado do Acre. Os fungos Agaricales coletados foram identificados através das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Com base na caracterizagdo foram selecionadas quatro amostras
de fungos para crescerem em meio Batata-Dextrose (BD) e, em seguida, macerados e submetidos a extracdo em
alcool etilico 96% para a producdo de extratos alcoolicos. Com os dados do ensaio de citotoxicidade foi
determinada a dose de cada extrato a ser testada nos modelos experimentais in vivo para avaliar sua propriedade
ansiolitica, antidepressiva e anticonvulsivante. Para ensaios in vivo foram utilizados camundongos swiss webster
(n=7). Foram empregados o teste do labirinto em cruz elevado, teste do nado forcado e teste da convulséo induzida
pelo pentilenotetrazol para determinar, respectivamente, a propriedade ansiolitica, antidepressiva e
anticonvulsivante dos extratos alcoolicos dos fungos. Por fim, os dados foram estatisticamente analisados atraves
da analise multivariada de variancia (One way ANOVA), no programa estatistico Graphpad Prism 6, com nivel de
significancia fixado em 0,05. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Foram coletadas 79 morfoespécies de fungos
Agaricales, dos quais 25 foram isolados e classificados nos géneros Oudemansiella, Lepiota, Leucocoprinus,
Hydropus, Leucopaxillus, Calvatia, Macrolepiota, Lepiota, Chlorophyllum, Pluteus, Agaricus e Hygrocybe. Do
total coletado, foram selecionados e produzidos extratos alcoodlicos dos fungos do género Leucopaxillus sp.
(amostra n° 5.273), Oudemansiella sp. (amostra n® 5.280), e da ordem Agaricales (amostras n° 5.302, 5.314 e
5.321), os quais apresentaram rendimento respectivo de 70,9 mg, 69,65 mg, 18,46 mg, 35,7mg e 33,28 mg. No
teste de citotoxicidade em células HepG2, os extratos miceliais dos fungos n° 5.280, 5.314, 5.321 e 5.302
apresentaram CCso (concentracao citotoxica em 50% das células) > 500 pg/ml, enquanto que o extrato micelial do
fungo n° 5.273 (Leucopaxillus sp.) equivale a 54,9 pg/ml. O extrato alcodlico micelial de Leucopaxillus sp. (EAL)
ndo apresentou atividade ansiolitica em concentracfes de 20, 100 e 200 pg/ml no teste do labirinto em cruz
elevado; O EAL apresentou atividade antidepressiva em concentracdes de 100 e 200 pg/ml no teste do nado
forgado e anticonvulsivante na concentracéo de 100 pg/ml. CONCLUSAO: As amostras n° 5.302, 5.314 e 5.321
apresentam baixa citotoxicidade. O EAL apresenta possivel atividade antidepressiva e anticonvulsivante, mas néo
possui acdo ansiolitica nas doses testadas, sendo 0 EAL um bioativo promissor para a producao de novos farmacos
na area de psiquiatria e neurologia.

Palavras-chave: Fungos agaricales; Modelos animais; Atividade bioldgica; Doengas neuropsiquiatricas.



ABSTRACT

ANSIOLYTIC, ANTIDEPRESSIVE AND ANTICONVULSIVE POTENTIAL OF Leucopaxillus sp. IN
SWISS MICE

Author: Laura Nadyne da Silva Silvestre
Advisor: Quintino Moura Dias Junior
Co-advisor: Clarice Maia Carvalho

INTRODUCTION: Agarical fungi, popularly known as mushrooms, are characterized by the presence of a
basidioma with laminated hymenium and wide diversity in the Amazon region. Fungi and their components have
been used in several areas, especially in the food and pharmaceutical industry, due to their active biological
properties. In medicine, drugs that cause fungi from various parts of the world and their chemical constituents are
used that are potentially useful in the treatment of neuropsychiatric diseases such as anxiety, depression, and
seizure. OBJECTIVE: Thus, the present study aims to evaluate the anxiolytic, antidepressant, and anticonvulsant
potential of the alcoholic extract of Leucopaxillus sp. (EAL) in animal models. MATERIAL AND METHODS:
For this purpose, Agarical fungi were collected at the Zoobotanical Park of the Federal University of Acre (UFAC)
and the Fazenda Experimental Catuaba (UFAC), both located in the state of Acre. The collected Agaricales fungi
were identified through macroscopic and microscopic characteristics. Based on macro and microscopic
characteristics, four fungi samples were selected to grow in Potato-Dextrose (BD) medium. After, the fungi sample
was macerated and subjected to extraction in 96% ethyl alcohol to produce alcoholic extracts. With the data from
the cytotoxicity assay, each extract's dose to be tested in the in vivo experimental models were determined to assess
its anxiolytic, antidepressant, and anticonvulsant properties. For in vivo tests, swiss webster mice were used (n =
7). The elevated plus-maze, forced swim, and pentylenetetrazole-induced seizure tests were used to determine the
anxiolytic, antidepressant, and anticonvulsant properties of alcoholic fungi extracts. Finally, the data were
statistically analyzed through multivariate analysis of variance (One-way ANOVA), in the statistical program
Graphpad Prism 6, with a significance level set at 0.05. RESULTS AND DISCUSSION: We collected 79
morphospecies of Agaricales fungi, of which 25 were isolated and classified in the genera Oudemansiella, Lepiota,
Leucocoprinus, Hydropus, Leucopaxillus, Calvatia, Macrolepiota, Lepiota, Chlorophyllum, Pluteus, Agaricus,
and Hygrocybe. From the total collected, alcoholic extracts of the fungi of the genus Leucopaxillus sp. Were
selected and produced. (sample No. 5,273), Oudemansiella sp. (sample n° 5,280), and of the order Agaricales
(samples n° 5,302, 5,314 and 5,321), which presented respective yield of 70.9 mg, 69.65 mg, 18.46 mg, 35.7 mg,
and 33.28 mg. In the cytotoxicity test on HepG2 cells, the mycelial extracts of fungi No. 5,280, 5,314, 5,321 and
5,302 showed CC50 (cytotoxic concentration in 50% of cells)> 500 pg / ml, while the mycelial extract of fungus
No. 5,273 (Leucopaxillus sp.) equivalent to 54.9 ug / ml. The mycelial alcoholic extract of Leucopaxillus sp.
(EAL) did not show anxiolytic activity at concentrations of 20, 100 and 200 pg / ml in the elevated plus-maze test;
The EAL showed antidepressant activity in concentrations of 100 and 200 pg / ml in the forced swimming test and
anticonvulsant in the concentration of 100 pug / ml. CONCLUSION: Samples 5.302, 5.314, and 5.321 show low
cytotoxicity. EAL has possible antidepressant and anticonvulsant activity but has no anxiolytic action, being the
EAL a promisor bioactive to produce news drugs in psychiatry and neurology.

Keywords: Agarical fungi; Animal models; Biological activity; Neuropsychiatric diseases.
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1 INTRODUCAO

Os transtornos mentais sdo condi¢des médicas crénicas que acometem muitos pacientes
e causam elevado grau de comprometimento na vida destes individuos, atingindo pessoas de
qualquer etnia, faixa etaria e desencadeando uma sintomatologia variavel e especifica para cada
paciente (ROY-BYRNE et al.,2008, NUSS, 2015). Na América, 0s transtornos mentais
respondem por 34% das causas de incapacidade, com pouca varia¢do aos niveis nacionais. Este
elevado indice crescente demonstra impactos significativos sobre a salde e as principais
consequéncias sociais, de direitos humanos e econdmicas em todos os paises do mundo (OMS,
2019).

A saude mental é vista como uma prioridade global de salde e desenvolvimento
econémico, com o objetivo de alcangar uma cobertura universal de satde que inclua bem-estar
fisico, mental e social. Entretanto, apesar dos altos indices de acometimento populacional e da
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) em priorizar a saude mental, o cenario
nacional apresenta investimentos muito abaixo do necessario para abordagem e tratamento de
transtornos mentais na satde publica (OMS, 2018, OMS, 2019).

A ansiedade € caracterizada como um transtorno mental que afeta 260 milhGes de
pessoas no mundo. No Brasil, este nimero é de cerca de 19,4 milhdes (9,3%), condicionando o
Brasil a lideranca mundial em ansiedade. Esta condicdo clinica é definida como um estado
emocional frequentemente negativo, caracterizado por sentimentos de preocupacdo e
apreensdo, acompanhado por manifestacdes somaticas, cognitivas e comportamentais
especificas. Os sintomas podem aparecer em resposta a condi¢fes ambientais, como nas fobias,
ou serem especificos e difusos, como nos transtornos de ansiedade generalizada (ROY-BYRNE

et al.,2008, NUSS, 2015, OMS, 2019).
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A neurofisiologia dos transtornos de ansiedade é desencadeada por estimulos aversivos
identificados pelo sistema sensorial e transmitida as areas do sistema limbico, desencadeando
a ativacao inapropriada da amigdala e hipocampo. Tais estruturas induzem a liberacdo do
horménio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo, horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) pela hipofise anterior e cortisol pela glandula adrenal (AFONSO et al.,1997,
BANNERMAN et al., 2014, SABIHI et al., 2017).

O cortisol € um hormonio esteroide que atravessa as membranas das células e agem nos
receptores para glicocorticoides do tipo Il que estdo localizados no citoplasma e no nucleo
celular. No Sistema Nervoso Central (SNC), este hormonio causa alteracdes nos padrdes do
sono; acuidade dos sentidos, olfativo, gustativo, auditivo e visual; melhora a capacidade
integrativa e geradora de respostas apropriadas; e inibicdo da secrecdo do CRH e ACTH
(feedback negativo) (BUENO & GOUVEIA, 2011, ROSA, 2016).

Mudangcas no padrdo de secrecédo de cortisol sdo associadas a niveis anormais de ACTH,
como nos casos de transtorno de ansiedade, depressdo ou estresse fisiologico (febre, dor, medo,
dentre outros). A elevacdo continua do cortisol leva ao estresse crénico, caracterizado pela
hiperglicemia, hipertensdo arterial, diminuicdo da atividade do sistema imunoldgico,
diminuicdo da osteogénese e perda muscular (MARGIS et al.,2003, BUENO & GOUVEIA,
2011, ROSA, 2016).

Os demais sinais classicos dos quadros ansiosos sdo modulados a partir da ativacdo do
Sistema Nervoso Autonémico (SNA), através do feixe simpatico, ordenados pela liberacao de
adrenalina e noradrenalina, causando o aumento do ritmo e frequéncia cardiaca, hipertensao
arterial, xerostomia e sudorese intensa. Enquanto que, a atuacao do Sistema Nervoso Periférico
(SNP) causa o formigamento dos membros, midriase e dispneia (MARGIS et al.,2003, GRUPE

etal., 2013, GELFUSO et al., 2014, SABIHI et al., 2017).
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A comunicacao entre as estruturas encefalicas e a regulacéo do processo fisiopatoldgico
da ansiedade decorre principalmente através da liberacdo de neurotransmissores. Apds a
ativacdo do sistema limbico, a serotonina (5-HT), exerce um papel ansiogénico na amigdala e
ansiolitico na matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPQ). O neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitorio do SNC, desempenha uma funcgéo
fundamental no controle da ansiedade, decorrente da reducéo da atividade neuronal (AFONSO
etal.,1997, GRUPE et al., 2013, GELFUSO et al., 2014).

O transtorno depressivo é a doenca psiquiatrica mais comum. Globalmente, estima-se
qgue 300 milhdes de pessoas sdo afetadas por essa condi¢do, ocupando o 4° lugar entre as
principais causas de 6nus e o 1° lugar quando considerado o tempo vivido com incapacitacao
ao longo da vida (11,9%) (OMS, 2019). No Brasil, este cenario € sustentado com uma pesquisa
epidemioldgica, a qual indica que a prevaléncia de depressdo ao longo da vida do brasileiro esta
em torno de 15,5% (BRASIL, 2019). Caracteriza-se pela presenca de humor deprimido ou perda
de interesse em atividades prazerosas (anedonia) em conjunto com outros sintomas
caracteristicos, como: alteragdes no sono, diminuicdo da atencdo, incapacidade de se
concentrar, sentimento de culpa e suicidabilidade, os quais estdo presentes quase todos os dias
por pelo menos 2 semanas (BARR, et al., 2005, MILLER & RAISON, 2016).

Embora a fisiopatologia do estado depressivo ndo esteja completamente elucidada,
acredita-se que inclua alteragdes na expressao de neurotransmissores e modificagdes no eixo
hipotalamo-adrenal-hipofise, genes e estruturas cerebrais (BARR, et al., 2005, MILLER &
RAISON, 2016).

A hipotese monoaminérgica propde que a depressdo seja consequéncia de uma menor
disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais (serotonina, noradrenalina e/ou dopamina). Tal
proposicéo é reforcada a partir do mecanismo de acdo dos farmacos antidepressivos, que se

baseiam, principalmente, no aumento da disponibilidade desses neurotransmissores na fenda
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sinaptica, através da inibicdo de suas recaptacfes ou inibi¢do da enzima responsavel por suas
degradacOes. Entretanto, tal hipotese, apesar de ser amplamente estudada e discutida nas
ultimas quatro décadas, nao deve ser considerada uma causa isolada e absoluta para o transtorno
de depressdo, em vista que, ndo pode-se explicar questdes como, as causas dos distlrbios
monoaminérgicos, altas taxas de refratariedade aos farmacos antidepressivos e efeito tardio do
tratamento e melhora clinica do paciente (VISMARI, 2008, MAHAR et al., 2014, DEAN et al.,
2017).

A partir de tais questionamentos, surgiram outras teorias, como: da via das quinureninas
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), do glutamato, neuroimunoenddcrina e a
dessensibilizacdo de receptores. Esta Gltima, sustenta a ideia de que, 0 atraso no aparecimento
do efeito terapéutico dos antidepressivos estd relacionado a alteragbes no numero e
sensibilidade dos receptores monoaminérgicos, através de uma supersensitividade de receptor
[-adrenérgico acoplado ao monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (LAFER & VALLADA
FILHO, 1999, GOMES & GASPAR, 2018).

A epilepsia é caracterizada por convulsdes recorrentes e decorrentes da atividade
anormal de disparos de neurdnios no encéfalo, resultando em diversos sintomas, como: olhar
fixo, rigidez muscular (movimentos tonicos), espasmos musculares e consciéncia prejudicada.
Estima-se que a prevaléncia mundial de epilepsia ativa esteja em torno de 0,5%-1,0% da
populacdo e que cerca de 30% dos pacientes sejam refratarios, ou seja, continuam a ter crises,
sem remiss&o, apesar de tratamento adequado com medicamentos anticonvulsivantes (BRASIL,
2013, KANDRATAVICIUS et al., 2014, MOEZI et al., 2015).

Diversas evidéncias apontam como causa das convulsao a alteracdo no funcionamento
de diversos neurotransmissores, incluindo a acetilcolina, acido gama-aminobutirico (GABA) e
glutamato (KANDRATAVICIUS et al., 2014, MOEZI et al., 2015). A crise convulsiva pode

decorrer do desequilibrio entre a neurotransmissdo inibitoria (mediada pelo GABA) e a
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neurotransmissao excitatoria (mediada por glutamato), o que podem ser potencialmente
agravadas pela morte celular decorrentes destas crises. Esta hipotese € corroborada por
evidéncias de que a administracdo de bicuculina, antagonista seletivo do GABAA, causa a
interferéncia na inibicdo pos-sinaptica GABAérgica, o que leva o desencadeamento de uma
crise convulsiva. Além disso, crises epiléticas (crises de auséncia na infancia) e convulsdes
febris generalizadas estdo associadas a presenca de mutagdes na subunidade y2 do receptor
GABAA (PORTO et al., 2007, FREITAS et al., 2011, TAIWE et al., 2017).

Em um experimento utilizando modelos animais, avaliou-se crises espontaneas de ratos
tratados com o agonista glutamatérgico, acido cainico, observou-se que existe uma area de
geracdo espontanea e evocacdo de oscilagfes rapidas no circuito cortex entorrinal-hipocampo
do rato epiléptico. Estas areas parecem ter grupos de neurdnios altamente interconectados que
possuem uma retro-alimentacdo inibitéria de interneurdnios, gerando salvas de disparos
epileptiformes, levando as crises convulsivas (VAL-DA SILVA et al., 2010, FERNANDES,
2013).

Entretanto, apesar do aumento de diagnostico de transtornos neuropsiquiatricos, grande
parte dos pacientes ndo apresentam boa resposta ao tratamento com os medicamentos padroes,
provocando a elevacdo da dose terapéutica e o desenvolvimento de reacdes adversas. Tal fato
justifica a busca de novas estratégias terapéuticas, especialmente farmacoldgicas, para o melhor
enfrentamento destas doengas. Uma importante estratégia utilizada para a descoberta de novos
candidatos a farmacos tem sido a exploracdo da biodiversidade. No brasil, a biodiversidade
representada especialmente pelos fungos, plantas e animais é rica e compde uma importante
fonte ainda pouco explorado para a descoberta de compostos quimicos biologicamente ativos.
Destes, a biodiversidade de fungos continua sendo uma fonte rica e ainda muito inexplorado

(APACZ, et al., 2016; MOEZI et al., 2015).
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Os fungos sdo organismos heterotréficos (PEREIRA, 2011) eucariotos uni ou
pluricelulares (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010), com células constituidas por dois
nucleos, agrupados em filamentos, com presenca ou auséncia de septos (SILVA; COELHO,
2006). O Reino Fungi representa um grupo monofilético composto, tradicionalmente, por seis
principais  Filos:  Neocallimastigomycota, = Chytridiomycota,  Blastocladiomycota,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (BLACKWELL et al., 2012).

O filo Basidiomycota é composto por fungos que apresentam estruturas morfologicas
constituidas por hifas formadoras do micélio e basidioma, estrutura onde ocorre a cariogamia e
a meiose, atuando diretamente na formacdo de esporos (basidiosporos) (PESSOA, 2016). A
ordem Agaricales, pertencente ao filo Basidiomycota, é composta por fungos denominados
popularmente por cogumelos, caracterizados pela presenca do himénio lamelado e por fungos
clavarioides, afiloforoides e gasteroides (OLIVEIRA, 2014).

O género Leucopaxillus pertence a ordem Agaricales e familia Tricholomataceae
(MYCOBANK, 2020). Os fungos pertencentes a este género apresentam caracteristicas
macroscopicas de pileo convexo lamelado e volva robusta e branca (COIMBRA, 2013). Sabe-
se que 0s compostos biologicamente ativos presentes no género apresentam potencial
antioxidante (VIEIRA et al., 2013), anti-hipertensivo (GENG et al., 2015) e anticancerigena
(CLERICUZIO et al., 2006). Entretanto, ndo foram encontrados estudos cientificos em relacdo
a atividade ansiolitica, antidepressiva e anticonvulsivante.

H& muitos anos, os cogumelos sdao empregados com finalidades nutricionais, medicinais
e religiosas, especialmente em paises orientais. No entanto, seus impactos no avanco da salde
estdo sendo sustentados pelas revisdes contemporaneas, associada a presenca de substancias
quimicas com propriedades biolégicas (GLAMOCLIJA; SOKOVIC; 2017, SAJON et al.,

2018). Dentre esses compostos, foram identificados lectinas, polissacarideos, peptideos e
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complexos polissacarideos-proteinas que apresentam funcgdes efetivas no organismo (REN et
al.,2012; KALAC, 2012).

O Ganoderma lucidum (Agaricomycetes), reconhecido como um cogumelo medicinal
utilizado popularmente como antidepressivo por mais de 2000 anos, apresenta tais substancia
ativas com efeito neuroprotetor em casos de lesdo na medula espinhal (EKINCI et al 2018) e
resultados satisfatérios quanto a inibicdo do estado epiléptico (WANG, 2013). A psilocibina e
psilocina sdo substancias ativas encontradas principalmente nos géneros Psilocybe, Panaeolus
e Conocybe (ordem Agaricales). Estas, apresentam caracterizacdo quimica de alcaloides
inddlicos da classe das triptaminas e, consequentemente, estrutura semelhante a serotonina.
Esta aproximacdo quimica e estrutural proporciona efeitos psicomiméticos e grande potecial
para 0 tratamento de pacientes com transtornos mentais (SANTOS et al., 2018, GARCIA,
2016).

Assim, baseado no elevado potencial biotecnoldgico dos fungos Agaricales do género
Leucopaxillus sp. e no fato de que as sindromes e condic¢Ges neuroldgicas, tais como transtornos
da ansiedade, depresséo e epilepsia sdo caracterizadas como doengas da sociedade moderna e
encontram-se em crescimento positivo na populagéo, o presente trabalho objetivou avaliar o
potencial ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsivante do extrato alcodlico de Leucopaxillus

sp. (EAL) em camundongos swiss websters.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  REINO FUNGI

Os fungos séo organismos eucariotos e podem ser unicelulares (formados por uma Unica

célula, como por exemplo, leveduras), ou multicelulares (formados por duas ou mais células,
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como por exemplo, os filamentosos) (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010). Estas células,
geralmente sdo constituidas por dois nucleos e agrupadas em filamentos, caracterizados pela
presenca ou auséncia de septos (SILVA; COELHO, 2006). Os seres pertencentes ao Reino
Fungi sdo heterotroficos, obtendo nutrientes por absorcao por meio do langamento de enzimas
aos substratos e absor¢do dos nutrientes através da parede e membrana celular (PEREIRA,
2011).

O reino Fungi € organizado com base em caracteristicas peculiares, que incluem
aspectos morfoldgicos (macroscopico, microscépico e ultramicroscopico), bem como
fisiologicos (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006). Neste sentido, o reino Fungi representa um
grupo  monofilético  composto, tradicionalmente, por seis principais  Filos:
Neocallimastigomycota, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Glomeromycota, Ascomycota
e Basidiomycota (BLACKWELL et al., 2012). Estes podem ser agrupados, pela presenca de
quitina na parede celular, pela nutri¢do absortiva, glicogénio como substancia de reserva e pela
estrutura somatica haploide ou dicariética na maior parte do seu ciclo de vida (SANTOS, 2015).

A nutricdo fungica caracteriza-se, em sua maioria, em saprofitica ou parasitaria,
conforme o comportamento das espécies e a fonte da matéria organica que é absorvida. Os
fungos Saprofitos absorvem moléculas organicas simples provenientes de organismos mortos,
atuando na decomposicdo de moléculas (SILVA; COELHO, 2006). O processo de
decomposicdo de lignina, desencadeia a liberacdo de dioxido de carbono para a atmosfera e
devolve para o solo os compostos nitrogenados e outras substancias, proporcionando, a sua
reciclagem e utilizacdo, direta ou indiretamente, por plantas e animais (SANTOS, 2015).
Entretanto, o fato de os fungos saprofiticos habitarem o solo e vegetais em decomposicdo
favorece a formacdo de micoses subcutdneas em homens e animais, em sua grande maioria,

individuos imunodeprimidos (STAHLING et al., 2019).
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Os fungos parasitas obtém matéria organica a partir de organismos vivos como plantas,
animais ou outros fungos. Na natureza, 0s casos de parasitismo sdo importantes, na medida em
que os fungos, entomopatogenes por exemplo, fazem o controle populacional de seus
hospedeiros (SANTOS, 2015). Entretanto, devido ao seu método nutricional, essas espécies de
fungos podem ser classificadas como patdgenos para plantas ou animais. As leveduras séo
fungos capazes de colonizar homens e animais, frente a perda do equilibrio parasita-hospedeiro,
causando diversos quadros infecciosos com formas clinicas localizadas ou disseminadas.
(ANVISA, 2013).

Durante o desenvolvimento fangico, a fase vegetativa se apresenta como duas unidades
morfologicas bésicas, a leveduriforme e a hifal (PEREIRA, 2011). As células unicas,
delimitadas e pequenas, sdo caracteristicas de leveduras, enquanto as hifas sdo células
polarizadas, na forma de tubos, que se estendem até suas extremidades. Os fungos hifais
formam o micélio, caracterizado pelo conjunto de hifas, ramificadas ou ndo-ramificadas. Estas
hifas, podem apresentar paredes transversais (septos), levando a formacéo de compartimentos
individuais, e outras que néo as apresentam (asseptadas) (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

No decorrer da fase reprodutiva, o micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas
que originam 0s esporos, principais estruturas responsaveis pela propagacao dos fungos
(MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010), os quais exibem uma variedade de formas e sdo
empregadas na sua classificacdo. Além da reproducdo sexuada e/ou assexuada, os fungos
podem desenvolver o fendmeno de parassexualidade, que consiste na recombinacdo genética
na mitose (SILVA; COELHO, 2006).

Estima-se que o reino Fungi apresente, cerca de 1,5 milhdo de espécies com
representantes habitando praticamente todos 0s ecossistemas existentes no planeta, sendo que,
aproximadamente 70.000 foram descritas até 0 momento (SILVA; MALTA, 2016). Esta vasta

diversidade fungica apresenta grande potencial para estudos de aplicagdes biotecnoldgicas,
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utilizando-os no biocontrole, secrecdo de metabolitos secundarios, micoparasitismo, fonte de
novos farmacos para a industria farmacéutica, fonte de enzimas de interesse industrial,

descricdo e melhoramento de novas espécies e industria alimenticia (ABREU et al., 2015).

2.2 FILO BASIDIOMYCOTA

Os fungos basidiomicetos sdo macrofungos com mais de 30.000 espécies, conhecidos
popularmente por cogumelos, orelhas de pau, fungos gelatinosos, ferrugens ou carvoes
(GIMENES, 2010). Sao caracterizados principalmente pela presenca da forma macroscopica
(Figura 1), denominada basidioma, onde ocorre a producéo de esporos (basidiésporos) e com a
presenca de hifas modificadas que originam pseudo-tecidos, os quais se diferem em pileo,

estipe, lamelas, anel e volva (OLIVEIRA, 2014).

Figura 1. Principais estruturas morfoldgicas dos basidiomicetos.

Fonte: SILVESTRE, MAGALHAES, 2018.
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Os fungos basidiomicetos estao presentes em todas as regides do planeta e em ambientes
aquaticos e terrestres. Tratam-se de organismos essenciais para a manutencdo dos ecossistemas,
principalmente devido a sua atuacdo direta na decomposicdo da matéria organica morta.
(SANTOS, 2015; ABREU et al., 2015).

Com base nas caracteristicas morfologicas/anatbmicas e microquimicos dos
basidiomicetos, o filo Basidiomycota, comporta os fungos pertencentes a ordem Agaricales.
Estas espécies, assim como muitos representantes do filo, revestem de grande importancia por
apresentar espécies comestiveis, medicinais, alucindgenos, micorrizicos, saprofitas e parasitas,
sendo desta forma, de grande interesse do ponto de vista alimenticio, etnoldgico, industrial e

ecologico (SOUZA; AGUIAR, 2004).

2.3 ORDEM AGARICALES

Os fungos Agaricales sdo conhecidos popularmente como cogumelos e séo
caracterizados basicamente pela formacdo de um basidioma apresentando himénio lamelado,
assim como o englobamento de fungos clavarioides, afiloforoides e gasteroides (COIMBRA,
2013). Durante a fase de reproducdo sexuada, encontra-se presente o basidioma contendo
basididsporos, que, apos a sua dispersdo permite a permeabilidade da espécie. Apos a dispersdo
dos basidiosporos, os basidiomas acabam apodrecendo ou sendo comidos por insetos, enquanto
0 organismo em si é formado pelo micélio vegetativo, que coloniza e explora o substrato
(SOUZA; AGUIAR, 2004).

Tais fungos possuem diversas aplicabilidades, dentre estas, destacam-se o setor
farmacéutico. O uso de Agaricales para o tratamento de doencas, trata-se de um técnica milenar,
presente principalmente nos paises asiaticos, causando impacto profundo nas relagdes humanas

(FREITAS, 2013). Na medicina moderna, diversas pesquisas tém sido realizadas na busca por
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novos tratamentos e farmacos capazes de combater doencas que, por muito tempo, afligem a
humanidade. Entretanto, os fungos sdo as maiores e mais inexploradas fonte de recursos
farmacéuticos, sendo os agaricales uma ilimitada fonte de polisacarideos com atividades
bioldgicas (COIMBRA, 2013).

Em 1991, através de um estudo cientifico foram identificados 136 géneros e 1.011
espécies de agaricoides no mundo (OLIVEIRA, 2014). Em 2019, estédo registrados no Programa
Flora do Brasil, 138 géneros e 924 espécies para essa ordem, das quais apenas 133 foram
registrados na regido amazonica (FLORA DO BRASIL, 2019). Neste sentido, nota-se que, a
ordem Agaricales é extensa e diversificada, apesar de poucos individuos terem sido
identificados na Amazénia, criando a possibilidade de sua maior exploracdo nesta regiao,

especialmente com relacdo a suas propriedades bioldgicas (OLIVEIRA, 2014).

2.4 FUNGOS Leucopaxillus sp.

O género Leucopaxillus pertence ao filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem
Agaricales e familia Tricholomataceae (MYCOBANK, 2020). Em geral, os fungos
pertencentes a este género, evidenciam caracteristicas macroscopicas de pileo convexo,
lamelado, vistoso e compacto, hastes e volva robustas e brancas. Microscopicamente, 0s
basidiésporos podem ser elipsoides e esporos amiloides. Em sua maioria, as espécies do género
Leucopaxillus apresentam crescimento disperso, gregario ou em grupos, em materiais organicos
em decomposi¢do (COIMBRA, 2013).

Sabe-se que existem 39 espécies registradas para o género Leucopaxillus. A espécie
comestivel Leucopaxillus candidus (Bres.) é recorrente entre agosto e novembro, na América
do Sul, do Norte e na Europa. O basidioma deste cogumelo apresenta tamanho medio a grande

(8 a 20 cm), com pileo convexo a plano, com a margem curvada e, em geral, com ranhura na
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borda. A coloracdo do basidioma em geral é esbranquicado ou creme palido, a haste é curta,

firme, robusta e branca (VIEIRA et al., 2016).

2.5 DOENCAS NEUROPSIQUIATRICAS

2.5.1 Transtornos de ansiedade

A ansiedade consiste em uma resposta fisioldgica e adaptativa do organismo ao meio e
as situacdes em que vive, caracterizada por componentes psicoldgicos, sociais e fisiologicos
que podem afetar o individuo em qualquer fase de seu desenvolvimento (GOMES, 2016).
Entretanto, esta condicdo passa a ser considerada patoldgica, definindo-se como transtornos de
ansiedade, quando caracterizada por estados desagradaveis de inquietacéo, tensdo e apreensédo,
com tendéncia a cronicidade e, consequéncias para a vida diaria dos individuos (GOYATA et
al., 2016).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), 0s
transtornos da ansiedade podem ser classificados em Fobias, tais como: a fobia especifica
(apreenséo, ansiedade ou esquiva de objetos ou situagdes circunscritas); fobia social (apreenséo,
ansiedade ou esquiva de interacGes e situacdes sociais que envolvem a possibilidade de
avaliacdo); agorafobia (apreensdo e ansiedade a acerca de duas ou mais das seguintes situacdes:
usar transporte publico; estar em espacos abertos; estar em lugares fechados; ficar em uma fila
ou estar no meio de uma multidao; ou estar fora de casa sozinho em outras situac@es); transtorno
de panico (ataques de panico inesperados recorrentes, encontra-se persistentemente apreensivo
ou preocupado com novos ataques de panico); transtorno de ansiedade generalizada (ansiedade
e preocupacdo persistentes e excessivas acerca de varios dominios); transtorno de ansiedade
induzido por substancia/medicamentos; e transtorno de ansiedade devido a outra condi¢do

medica (DSM-5, 2014, ARAUJO; LOTUFO-NETO, 2000).
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Os transtornos de ansiedade sd@o um dos principais problemas de saude mental dos
brasileiros, principalmente entre a faixa etaria situada entre 15 e 54 anos (MONTIEL et al.,
2014). As manifestacdes de ansiedade apresentam inicio subito, rico em sintomas fisicos e com
duracdo limitada no tempo. Os sintomas tipicos sdo: sensacdo de sufocamento, de morte
iminente, taquicardia, tontura, sudorese, tremores, sensacdo de perda do controle, alteracdes
gastrointestinais, aumento da pressdao sanguinea e de batimentos cardiacos, aumento da
atividade motora com agitacdo e rigidez muscular e alteragdes respiratorias (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA, 2008; MONTIEL et al., 2014), indicativos da ativacdo geral
do sistema autondémico.

A ansiedade é desencadeada por estimulos aversivos, induzindo uma resposta
inadequada ao estresse, regulada pelo sistema nervoso, especialmente pela ativacéo
inapropriada da amigdala, hipocampo e outras areas do sistema limbico. O circuito geral do
sistema limbico é composto pelo tadlamo, hipotdlamo, hipocampo, septo e complexo
amigdaloide, substancia cinzenta periaquedutal (PAG), locus coeruleus, nucleo dorsal da rafe,
area tegmental ventral, nicleo tegmental dorsal, ntcleo de Gudden e o cértex pré-frontal. Estas
estruturas encefalicas sdo responsaveis pela andlise de circunstancias, comparacdo com
experiéncias anteriores e promogéo de reacOes de luta ou fuga. A comunicacdo entre essas
estruturas € mediada por neurotransmissores e desencadeada pela manipulacdo de
neuropeptidios, horménios do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA), colecistoquinina,
monoaminas, esteroides, como cortisol e aminoacidos L-glutamato, acido y-aminobutirico
acido (GABA) e glicina (CASTILLO et al., 2000; GELFUSO, et al., 2014; GOMES et al.,
2016).

Durante uma situacdo de estresse, a amigdala e o hipocampo regulam os neurdnios
hipotalamicos a secretar o hormonio liberador de corticotrofina (CRH), o qual atua na hipéfise

anterior liberando e desencadeando 0 aumento na corrente sanguinea do hormonio
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adrenocorticotréfico (ACTH) e induzindo a liberacdo do cortisol pela glandula adrenal
(AFONSO et al.,1997; BANNERMAN et al., 2014; SABIHI et al., 2017).

O Cortisol atua como uma molécula de sinalizacdo a agentes estressantes do sistema
nervoso central (SNC). Como resultado, estruturas encefalicas preparam o organismo para lutar
ou fugir, dividindo-se em duas etapas: curto prazo e longo prazo. As respostas de curto prazo
levam a ativacdo do sistema simpatico e liberacdo de adrenalina que aumenta a frequéncia
cardiaca, nivel de alerta e alteracdes na percepcdo. O estagio de longo prazo inclui a ativacao
do HPA, resultando em mobilizacdo do fluxo sanguineo e energia para os musculos, inibicdo
da imunologia, alteracdes metabolicas, alteracdo nos padrbes de sono, do humor e reducéo do
limiar para crises convulsivas (GRUPE et al., 2013; GELFUSO et al., 2014; SABIHI et al.,
2017).

A amigdala possui o papel de avaliar o estimulo aversivo e instruir estruturas executivas
guanto ao tipo de reacdo de defesa a ser programado, acionando a matéria cinzenta
periaquedutal dorsal (MCPD) em casos de perigo iminente. Estas acfes, sdo reguladas
principalmente pela serotonina (5-HT), neurotransmissor essencial no processo de ansiedade, e
exerce um papel ansiogénico na amigdala e ansiolitico na MCPD. Os estimulos estressores
alteram rapidamente a liberacdo e/ou captacdo de noradrenalina, serotonina e dopamina, 0s
quais irdo desencadear respostas em neur6nios e estrutura encefalicas especificas. A elevacao
da noradrenalina na amigdala ira desenvolver a taquicardia e no hipocampo melhora a memoria
e 0 armazenamento. A liberacdo de dopamina no cortex pré-frontal, por sua vez, correlaciona-
se com estados de hipervigilancia. A 5-HT atua em diversas estruturas encefalicas e é indicada
como um possivel agente ansiogénico (AFONSO et al.,1997; SILVA-FILHO, SILVA, 2013;
GRUPE et al., 2013; GELFUSO et al., 2014).

O neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor

inibitério do SNC, esta presente em quase todas as regides do cérebro, embora sua concentracao
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varie conforme a regido, e desempenha papel fundamental no controle da ansiedade. Seu efeito
ansiolitico decorre principalmente da reducdo da atividade neuronal no sistema limbico,
inclusive na amigdala e no hipocampo. O GABA, ao ativar seu receptor GABAA (receptor
acoplado a canal idnico seletivo para o cloreto) causa a mudanca de conformacéo e abertura
dos canais de cloreto, causando o influxo de CI e hiperpolarizacdo da membrana do neurdnio
pos-sinaptico, o que acarreta em reducéo da geracdo de impulsos nervosos (SABIHI etal., 2017;
KASARAGOD, SCHINDELIN, 2019).

Possiveis disfuncdes no sistema dopaminérgico podem predispor a um quadro de fobia
social. Identificou-se que ha uma diminuicdo dos sitios de receptacdo de dopamina em pacientes
com este diagndstico em relacdo aos controles negativos, resultando em um baixo transporte de
dopamina, devido a reducdo no namero de sinapses ou dos sitios de receptacdo de dopamina
por neurdnio. Tal evidéncia também pode ser avaliada em experimentos animais, onde observa-
se 0 aumento da procura por novidade, do comportamento exploratdrio e da agressividade em
animais, ao relacionar com o aumento da transmissao dopaminérgica (KAUER-SANTANNA
etal., 2002; ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2007).

As principais estratégias de manejo dos transtornos de ansiedade s&o o uso de farmacos
ansioliticos por médio e longo prazo e/ou a psicoterapia cognitivo-comportamental. A terapia
cognitivo-comportamental consiste em provocar uma mudanca na percepcao e raciocinio sobre
o0 ambiente e especificamente sobre a causa da ansiedade e mudangas no comportamento
ansioso (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PSIQUIATRIA, 2008; CASTILLO et al., 2000).

Dentre os farmacos, 0s benzodiazepinicos (BZDs) estdo entre os mais prescritos no
mundo como ansiolitico e hipnotico, assim como miorrelaxante e anticonvulsivante. Os BZDs
atuam como modeladores alostéricos positivos do receptor GABAA aumentando a capacidade
do neurotransmissor GABA de promover o influxo de cloreto e consequentemente

hiperpolarizando os neurénios, diminuindo a frequéncia dos potenciais de acdo e produzindo
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depressao geral da atividade elétrica cerebral (ANDREATIN et al., 2001; SOARES et al.,2017).
Além disso, neurdnios GABAérgicos inibem a liberacdo de 5-HT pelos neurdnios nucleos
dorsais de Rafe, reduzindo a ativacdo de complexo amigdaloide, diminuindo a ansiedade e

inibindo processos de memdria emocional (GELFUSO et al., 2014)

2.5.2 Transtorno depressivo

A depressdo € uma psicopatologia caracterizada por humor deprimido ou falta de
motivacdo, perda de interesse ou prazer (anedonia), cansaco ou fadiga, alteracdo no peso
corporal, prejuizo no sono, agitacdo ou retardo psicomotor, sentimento de inutilidade ou culpa,
baixa capacidade de concentra¢do ou tomada de decisdo e/ou ideac¢do suicida (CARDOSO,
2011). Estas manifestacGes clinicas, também podem estar acompanhadas de alteracdes
somaticas e cognitivas que afetam significativamente as fungdes bioldgicas do individuo
(DSM-5, 2014).

A prevaléncia de depressao ao longo da vida é estimada entre 10 e 15%, com mais de
350 milhdes de pessoas afetadas atualmente. Esta ampla abrangéncia, pode estar associada aos
diversos fatores de génese, sendo estes, genéticos, neurobioldgicos e ambientais (READ et al.,
2017). O transtorno depressivo maior, apresenta uma prevaléncia global de aproximadamente
16% ao longo da vida, e é caracterizado por episodios distintos de pelo menos duas semanas de
duracdo, identificando-se alteracBes nitidas no afeto, na cognicdo e em funcbes
neurovegetativas. O transtorno depressivo persistente, trata-se de uma forma persistente de
depressdo, perpetuando por pelo menos dois anos em adultos e um ano em criangas (DSM-5,
2014, DEAN; KESHAVAN, 2017).

A fisiopatologia da depressdo ndo foi totalmente elucidada e implica varios

mecanismos, 0s quais ndo estdo presentes em todos os pacientes, o que explica a variabilidade
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de respostas dos individuos aos tratamentos especificos. Dentre os substratos neurais
envolvidos na fisiopatologia da depressdo destacam-se 0s sistemas serotonérgicos,
noradrenérgicos, dopaminérgicos e glutamatérgicos. Além disso, a fisiopatologia da depresséo
também pode envolver processos inflamatorio, anormalidades no eixo Hipotalamo-Hipd&fise-
Adrenal (HPA), alteracGes vasculares e diminuicdo da neurogénese e neuroplasticidade
(KESHAVAN, 2017).

Dentre as hipdteses da fisiopatologia da depressdo, a mais aceita é de que a depressdo
estd associada a alteracdo dos niveis de uma ou mais das monoaminas, incluindo 5-HT,
noradrenalina (NE) e dopamina (DA). Esta possivel via fisiopatologica é evidenciada pelo
metabolismo reduzido da serotonina em pacientes diagnosticados com depressao, assim como
pelo fato de que antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptacéo de serotonina e inibidores
da recaptacdo de serotonina-noradrenalina aumentam os niveis de serotonina no cérebro e
desencadeiam uma melhora no quadro clinico dos pacientes (MAHAR et al., 2014; YEUAN et
al., 2015; DEAN et al., 2017).

Assim, sugere-se que para que ocorra efeito terapéutico dos antidepressivos sao
necessarios niveis elevados de serotonina, assim como, de NE e dopamina em decorréncia das
suas inter-relagdes e atuagdes nas concentracfes umas das outras. A dopamina apresenta efeito
inibitdrio na liberacdo de NE no locus coeruleus, enquanto a NE tem um efeito excitatorio e
inibitorio sobre a dopamina liberada na area tegmental ventral, enquanto a NE e a dopamina
aumentam a liberacdo de serotonina do nucleo dorsal da Rafe. Nota-se que, 0s
neurotransmissores monoaminicos ndo operam isoladamente, mas estdo integralmente
interconectados (BASTOS et al., 2011; LEE et al., 2013; KRZAK et al., 2017).

No entanto, esta hipotese falha em explicar por que os farmacos antidepressivos séo
efetivos apenas com o uso sustentado desses farmacos por periodos superiores a 4 semanas.,

fato que sustenta a hipdtese da dessensibilizagdo de receptores. Tal hipoOtese baseia-se nos
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mecanismos autoreguladores que afetam os neurdnios monoaminérgicos pre-sinapticos, local
em que os antidepressivos causam a dessensibiliza¢do do receptor f-adrenérgico acoplado ao
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). O uso inicial de um farmaco antidepressivo classico
causa um aumento na concentracdo de neurotransmissores na fenda sinaptica e inibicdo por
retroalimentacdo da descarga neuronal através dos autorreceptores, causando uma estimulacéo
inibitdria e reducdo da descarga neuronal. Entretanto, o uso cronico destes farmacos induzem a
uma regulacéo dos autorreceptores inibitorios, levando a um aumento da neurotransmisséo e de
AMPc, indicando o0 aumento da sinalizacdo do segundo mensageiro através das vias da 5HT

e/ou NE (MAHAR et al., 2014; YUAN et al., 2015; DEAN et al., 2017; KRZAK et al., 2017).

2.6 TRANSTORNOS NEUROLOGICOS

2.6.1 Convulsdo e epilepsia

A convulsdo trata-se de uma contracdo involuntaria dos mdsculos, associada a
movimentos desordenados e perda da consciéncia. Esta condi¢do se desenvolve devido ao
aumento excessivo da atividade elétrica em determinadas areas encefélicas, desencadeadas por
situagbes como, hemorragia, intoxicacdo por produtos quimicos, falta de oxigenacdo no
cérebro, efeitos colaterais provocados por medicamentos, crises febris, ou doengas como tétano,
meningite e epilepsia (BVS, 2004; THOMAS, 2010; MARIANI, 2013).

A epilepsia é uma doenca encefalica cronica de etiologias variaveis e caracterizada pela
recorréncia de crises convulsivas ndo provocadas, as quais podem apresentar consequéncias
neurobiologicas, cognitivas, psicologicas e sociais, prejudicando diretamente a qualidade de
vida do individuo afetado. Esta condicéo caracteriza-se por alteracGes transitdrias das atividades
neuronais e podem se manifestar através de crises convulsivas ou crise de auséncia (BRASIL,

2013a; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EPILEPSIA, 2017).
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As crises convulsivas, sdo o tipo mais comum, apresentando uma prevaléncia mundial
em torno de 0,5-1,0% da populacdo. Sdo desencadeados a partir de um excesso anormal de
disparos de neurénios no encéfalo resultando em diversos sintomas, como: olhar fixo, rigidez
muscular (movimentos tdnicos), espasmos musculares e consciéncia prejudicada
(KANDRATAVICIUS et al., 2014; MOEZI et al., 2015; BRASIL, 2018).

As epilepsias também sdo classificadas em generalizadas e focais. Nas crises
generalizadas ocorrem o0 envolvimento de ambos o0s hemisférios simultaneamente,
desencadeando alteracdo da consciéncia e manifestagdes motoras bilaterais (crises de auséncia,
crises mioclonicas e crises tonico-clonicas generalizadas [TCG] séo seus principais exemplos).
Nas epilepsias focais, as crises epilépticas iniciam em uma area especifica do encéfalo,
proporcionando uma variabilidade de manifestacGes clinicas, conforme o local de inicio e da
velocidade de propagacdo da descarga. Entretanto, quando uma crise focal se propaga para todo
0 cortex cerebral, pode terminar numa crise TCG (BRASIL, 2013b, YACUBIAN; KOCHEN,
2014).

PerturbacGes no ciclo glutamato-glutamina do cérebro, aumento dos niveis
extracelulares de glutamato, perda de glutamina sintetase e alteragcbes na glutaminase e
glutamato desidrogenase, sdo frequentemente encontradas em pacientes com epilepsia.
Portanto, manipulacfes de componentes discretos do ciclo glutamato-glutamina podem
representar novas abordagens para o tratamento da doenga, em vista que, alguns pacientes nao
apresentam resposta terapéutica (EID et al., 2016).

SupBe-se, em geral, que as convulsBes resultam de um desequilibrio da sinalizacdo
excitatoria e inibitoria. Nos neurénios, a sinalizacdo inibitdria é amplamente alcancada através
do neurotransmissor GABA que atua nos receptores ionotropicos GABAA, caracterizados como
canais idnicos condutores de cloretos heteropentaméricos, compostos por 5 subunidades: duas

a, duas B e uma y. GABA é o principal neurotransmissor inibitorio no cortex cerebral, onde
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desempenha um papel fundamental no controle da excitabilidade neuronal, processamento de
informacdes, plasticidade neuronal e sincronizacéo de rede. Agregando-se os fatos, acredita-se
que uma possivel diminuicdo da concentracdo e metabolismo do GABA podem desempenhar

um papel importante na origem e disseminacdo da atividade convulsiva na epilepsia
(KIRIMLIOGLU et al., 2015; HAMMOND et al., 2016; AMIN et al., 2017).

O objetivo do tratamento farmacologico da epilepsia é propiciar a melhor qualidade de
vida para o paciente, por meio de um controle das crises convulsivas, com o emprego de baixas
doses terapéuticas e, consequentemente, menor grau de manifestacdo de reacdes adversas
(BRASIL, 2013b). Dentre os farmacos para cessar a crise convulsiva, 0s benzodiazepinicos sao
os de primeira escolha, como o diazepam endovenoso na dose de 0,2 a 0,3 mg/kg/dose ou, na
falta de acesso venoso, 0 midazolam, na dose de 0,2 a 0,7 mg/kg, que pode ser administrado
por via intramuscular, retal ou intranasal (SIQUEIRA, 2010).

Estas classes de farmacos atuam como modeladores alostéricos positivos do receptor
GABA, incrementando a capacidade do neurotransmissor GABA de aumentar o influxo de
cloreto e consequente hiperpolarizacdo de neurdnios (ANDREATIN et al., 2001; SOARES et
al.,2017). Assim, os benzodiazepinicos agem facilitando a acéo sinaptica do neurotransmissor
inibitério GABA, aumentando a frequéncia com que os canais de cloreto sdo abertos, causando
a neurotransmissao inibitoria crescente e consequentemente a reducdo da excitabilidade

neuronal (VAJDA et al., 2014).

2.7 FUNGOS AGARICALES E DOENCAS NEUROPSIQUIATRICAS

Os fungos agaricoides sdo reconhecidos como alimentos funcionais e como fontes para
0 desenvolvimento de medicamentos e nutracéuticos devido a grande diversidade de

biomoléculas com propriedades nutricionais e medicinais (OLIVEIRA, 2014). S&o constituidos
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por carboidratos, fibras, proteinas, aminoacidos essenciais, minerais, algumas vitaminas como
riboflavina, niacina e folato, além de baixos teores de lipideos (PAULI, 2010). Estas substancias
frequentemente sofrem variacdes quantitativas e qualitativas inter e intraespécie de acordo com
0 tipo de cogumelo, composicdo do meio de cultura, periodo de colheita e preparacdo dos
substratos (SEABRA, 2015).

O potencial farmacéutico dos agaricoides estd associada a producdo de enzimas,
proteinas, polissacarideos, terpenos, esteroides, antraquinonas, acido benzoico, quinolonas,
acido oxalico e peptideos. Dentre estes, destacam-se 0s polissacarideos, 0s quais, proporcionam
o funcionamento adequado dos 6rgaos metabdlicos como o figado, pancreas e outros 6rgaos
enddcrinos, assegurando o funcionamento metabolico saudavel (OGBOLE et al., 2019; WANG
etal., 2019; YASIN et al., 2019; KALETA et al., 2019)

Estas substancias bioativas estdo associadas as atividades bioldgicas, sendo estas,
atividade anti-inflamatéria (GAO et al., 2017), efeito renal-protetor (GAO et al., 2018), efeitos
antioxidantes (GAO et al., 2019), atividade antimelanogénica (SAAD et al., 2018),
imunorregulador (ZHAO et al., 2018), acdo antinociceptiva (RUTHES et al., 2013), atividade
neurotréfica e anti-neuroinflamatéria (YIN et al., 2019), atividade ansiolitica (ZHANG et al.,
2015) e acdo anticancerigena (HU et al., 2018).

Psilocibina e psilocina sdo substancia ativas produzidas por diversas espécies de
cogumelos Agaricales, especialmente dos géneros Psilocybe, Panaeolus e Conocybe, as quais
foram isoladas pela primeira vez em 1958 a partir do cogumelo mexicano Psilocybe. S&o
classificados como alcaloides indélicos da classe das triptaminas e, de estrutura semelhante a
serotonina (GARCIA, 2016; FERREIRA et al., 2018).

A psilocibina, identificada como um ester de acido fosforico de 4-hidroxi-
dimetiltriptamia, ao ser ingerida desfosforoliza rapidamente pela fosfatase alcalina, formando

a psilocina, substancia mais psicoativa (GARCIA, 2016). Os efeitos psicomiméticos
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observados apds o consumo desta substancia derivam da estimulacdo dos receptores centrais.
Os efeitos biologicos sdo caracterizados por uma fase de excitacdo psiquica que precede
manifestaces autondmicas (taquicardia, midriase, salivacdo, pressdo arterial elevada,
hiperglicemia, piloerecdo e hipertemia) (MANDRILE et al., 1984). Evidencias experimetais
sugeriram que tais substancias apresentam grande potecial para o tratamento de pacientes com
depressdo grave (GARCIA, 2016; FORTO, 2018).

O extrato de Agaricus brasiliensis (Ordem Agaricales) apresentou efeito ansiolitico em
ratos com isquemia cerebal induzida por oclusdo da artéria cerebral média e supde-se que o
mecanismo de atuacdo pode ser o aumento dos niveis de monoamina no cérebro e dos niveis
plasmaticos de corticosterona e diminuicdo do estresse oxidativo (ZHANG et al., 2015). Os
exopolissacarideos obtidos durante a fermentacdo submersa de Marasmius androsaceus
(Ordem Agaricales) apresentam efeitos antidepressivos e sugerem que o0 sistema de

neurotransmissores monoaminicos esta envolvido (SONG et al., 2017).

28FUNGOS AGARICALES DO GENERO Leucopaxillus E  DOENCAS

NEUROPSIQUIATRICAS

Os fungos do género Leucoaxillus sdo constituidos majoritariamente por carboidratos e
proteinas, baixo teor de lipidios e substancias bioativas (enzimas, terpenos, esteroides,
antraquinonas, dentre outras), 0s quais sdo variaveis em diferentes espécies. Atualmente, ndo
foram encontradas evidéncias que sustentem que os fungos Agaricales do género Leucopaxillus
apresentem eficécia no tratamento de doencas neuropsiquiatricas. Em contrapartida, ndo pode-
se inferir que tal resultado seja dependente do potencial de atividade, mas sim, associado aos
baixos indices de pesquisa com o género (VIEIRA et al., 2016; OGBOLE et al., 2019).

Entretanto, sabe-se que estes compostos biologicamente ativos apresentam potencial
antioxidante (VIEIRA et al., 2013), anti-hipertensivo (GENG et al., 2015) e anticancerigeno

(CLERICUZIO et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsivante do extrato alcodlico

de Leucopaxillus sp. (EAL) em camundongos swiss.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Coletar e identificar fungos Agaricales amazénicos;

o Produzir o extrato alcodlico micelial de fungos Agaricales amaz6nicos;

o Analisar a citotoxicidade dos extratos alcodlicos miceliais sobre células HepG2;

o Investigar o efeito de extrato alcoodlico de Leucopaxillus sp. sobre a resposta

comportamental no teste do labirinto em cruz elevado;

o Estudar o efeito de extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. sobre a resposta
comportamental no teste do nado forgado;

o Conhecer o efeito de extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. sobre a convulséo induzida

por pentilenotetrazol.

4 MATERIAL E METODOS

41  AREA DE ESTUDO
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As coletas foram realizadas no Parque Zoobotanico (9°57'8"S - 67°5225"W)
localizado na Universidade Federal do Acre (UFAC), em Rio Branco e na Fazenda
Experimental Catuaba - UFAC (10° 04' 27.99"S-067° 37' 00.00"W), situada no municipio de
Senador Guiomard, ambos pertencentes ao estado do Acre (Figura 2). Trata-se de
remanescentes de um fragmento florestal urbano e uma area de conservacdo para o

desenvolvimento de pesquisas.

Figura 2. Locais de coleta. A: Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre. B:
Fazenda Experimental Catuaba — UFAC.

Fonte: Google Maps

42  COLETAE IDENTIFICACAO

A coleta de fungos Agaricales (previamente autorizado pelo SISBIO sob o nimero de
solicitacdo 7229) foi realizada de acordo com Gimenes (2010), no periodo da manhd, entre os
meses de outubro de 2018 a abril de 2019. Os cogumelos foram coletados em trilhas pre-
existentes do Parque Zoobotanico e na Fazenda Experimental Catuaba. Inicialmente, os fungos
foram registrados com camera fotografica e, em seguida, coletados com auxilio de bisturi e
acondicionados em caixas organizadoras (figura 3). As anotagdes de campo foram realizadas
em um livro de protocolo associadas as suas informacao de nimeros do acervo, dados de campo

e caracteristicas do substrato.
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Foram coletadas as espécimes que obedecessem aos critérios de inclusdo: fungos
frescos, maduros e ndo encontrados em coletas anteriores; como critérios de exclusdo: fungos
que ndo pertenciam a ordem Agaricales, basidios envelhecidos, mal estado de conservacgéo ou

imaturos.

Figura 3. Coleta de fungos Agaricales.

Legenda. A: Fotografia realizada dos Fungos agaricales em seu substrato durante a coleta no Parque Zoobotanico
da UFAC. B: Fungos agaricales coletados e armazenados em caixas.
Fonte: Autoria propria.

Os exemplares de fungos coletados foram numerados e encaminhados ao Laboratério
de Microbiologia da Universidade Federal do Acre, onde foram confeccionadas exsicatas,
através da desidratacdo do material em estufa a 45 °C durante 24 - 48 horas.

Para a identificacdo dos fungos, foram empregados os métodos classicos de avaliacao
Macroscopica e Microscopica, conforme Vargas-Isla e colaboradores (2014) (Figura 4). Na
identificacdo macroscopica foram observadas as estruturas Pileo (forma, coloracéo,
consisténcia, superficie, margem, didametro); Lamelas (fixacdo ao estipe, coloracao, distancia);

e Estipe (forma, superficie, presenca ou ndo de anel, volva, rizomorfa, micélio na base e
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comprimento) (LARGENT, 1986; MUELLER et al. 2004). Para a identificacdo microscopica,
foram feitos cortes a mao livre dos basidiomas e colocados entre lamina e laminula com
hidroxido de potassio a 3%. Apos a montagem das ldaminas foi observada a reacdo amiloide ou
dextrinoide das hifas, basididsporos e outras microestruturas (LARGENT, 1977; RYVARDEN,

1991; GUGLIOTTA,; CAPELARI, 1998; GIMENES, 2010).

Figura 4. ldentificacdo macroscopica dos cogumelos. Fungo n°5.314, ordem Agaricales,
coletado no Parque Zoobotanico.

Fonte: Autoria propria.

Para identificacdo taxindmica foram utilizadas bibliografias especificas com chaves de
identificacdo (RYVARDEN; JOHANSEN, 1980; GILBERTSON; RYVARDEN, 1986;
GILBERTSON; RYVARDEN, 1987; RYVARDEN, 1991, 2004, 2010, 2015; NUNEZ;
RYVARDEN, 1995; PEGLER, 1983, 1997) e banco de dados Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org) e Mycobank (http://www.mycobank.org/).

4.3 ISOLAMENTO E PRODUCAO DO EXTRATO MICELIAL
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Para o isolamento dos fungos, fragmentos do basidioma foram retirados, desinfetados
superficialmente em hipoclorito 10% por 2 minutos e em agua destilada. Apés a desinfecgédo
superficial, os fragmentos de aproximadamente 5 mm?2 foram transferidos para placa de Petri
contendo meios Batata Dextrose Agar/BDA (200g de batata, 20g de Dextrose, 15g de Agar e
1000 ml de agua destilada), Aveia (200g de batata, 20g de Dextrose, 15g de Agar e 1000 ml de
agua destilada), Serragem (20g de serragem de cedro, 20g de farelo de trigo, 2g de carbonato
de célcio, 20g de Agar e 1000ml de 4gua destilada), Arroz (30g farelo de arroz, 15g de Agar e
1000ml de agua destilada); ou Malte (30g extrato de malte, 15g de Agar e 1000ml de agua
destilada). Ressalta-se que, em cada meio foram acrescidos 100 pug mL-1 de cloranfenicol e 100
pug mL-1 de benomil, a fim de evitar o crescimento de bactérias (ALFENAS et al., 2007). As
amostras foram incubadas a 28°C, em estufa BOD, por sete dias para crescimento das col6nias.

Os fungos coletados e que apresentavam critérios de selecdo (possiveis de isolamento e
maior e/ou mais rapido crescimento micelial) foram isolados e, em seguida, purificados em
placas de petri contendo 20g de meio BDA. Ap6s completo crescimento foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer, contendo 200ml de meio Batata-Dextrose (BD) e incubados sem
agitacdo, a 28°C em BOD, no escuro, por 14 dias. Apés esse periodo, o contetido do Erlenmeyer
foi filtrado em papel filtro, e 0 micélio foi seco em estufa, triturado e submetido a extragéo por
maceracao com etanol 96% por 24 h, sendo esta etapa repetida trés vezes (ATHAYDE, 2011).
Posteriormente, as amostras foram filtradas e secas a 37°C, calculados os rendimentos dos
extratos, e estes ressuspendidos em metanol associado ao banho-maria.

O rendimento médio do extrato foi calculado utilizando a seguinte formula: rendimento
(%) = peso do extrato (g) / peso do meio de cultivo (g) x 100 (FARMACOPEIA BRASILEIRA

2010).
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4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS HepG2

A determinacdo in vitro da citotoxidade do extrato de fungos Agaricales, realizada na
Fundacao Oswaldo Cruz Rondonia — Porto Velho, empregou a linhagem celular HepG2, uma
linhagem celular de hepatoblastoma humano. O ensaio constituiu em avaliar a viabilidade
celular ap6s incubacdo com diferentes concentracfes do extrato (7,8125; 15,625; 31,25; 62,5;
125; 250; 500 pg/ml) e determinada através do método colorimétrico do MTT (3-([(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio]), o qual baseia-se na reducao do sal tetrazolato pela
enzima hidrogenase succinica presente na mitocondria das células, as quais adquirem uma
coloracdo violacea que € medida por espectrofotometria (OLIVEIRA, 2010).

Para tal, apds o periodo de incubacdo foi adicionado em cada pogo, 20 uLL de MTT a
uma concentracdo de 5 mg/mL-1 em PBS (p/v) e as placas incubadas por quatro horas em estufa
a37 °C. Ao final desse periodo, o sobrenadante de cada poco foi desprezado e 100 uLL de DMSO
(Sigma-Aldrich) foi adicionado a cada poco.

A Citotoxicidade das concentragdes testadas foi determinada com base na porcentagem
de viabilidade celular frente ao tratamento controle (veiculo) de acordo com 0s parametros
adotados no documento 1SO 10993-5: 1999. A concentracdo citotoxica para 50% das células
(CCsp) foi determinada a partir de regressdo néo linear das concentracgdes testadas, utilizando o
programa Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). A partir dos valores

obtidos de CC50 foi possivel estimar a dose de tratamento com 0s extratos.

4.5 DOSES DE TRATAMENTO DO EXTRATO ALCOOLICO DE Leucopaxillus sp.
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Ap0s a identificacdo macroscopica, microscopica, producédo e rendimento do extrato e
teste de citotoxicidade, o fungo 5.273 do género Leucopaxillus foi escolhido para a realizagédo
dos testes comportamentais.

As doses de tratamento do extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) foram
estabelecidas a partir da determinacdo da concentracao citotoxica em 50% das células HepG2
(CCso). Desta forma, as concentragdes do EAL empregados para a avaliagdo da atividade
ansiolitica, antidepressiva e anticonculsivante foram de 20, 100 e 200 pg/ml, equivalente a
aproximadamente 0.5, 2 e 4 vezes a CC50, respectivamente. Portanto, determinou-se como dose

de trabalho 0,33 mg/Kg (20 pg/ml), 1,60 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,30 mg/Kg (200 pg/ml).

4.6 FARMACOS E EXTRATOS

A seguir, estdo descritos os farmacos e extratos utilizados na presente pesquisa:

o Diazepam (Unido Quimica): solucdo de diazepam na dose de 0,06 mg/30g de peso
corporal (2 mg/Kg) (CRAWLEY; DAVIS, 1982). A solucéo foi preparada a partir da diluicdo
da solucdo de ampolas de diazepam (5 mg/ml) com solucéo fisioldgica 0,9 % e foi administrada
por via oral na relagdo de 0,5 ml de solu¢do/30g de peso corporal.

o Cloridrato de Sertralina: solugéo de sertralina na dose de 10 mg/Kg (PORSOLT et al.,
1977). A solucdo foi prepara a partir da reconstituicdo e diluicdo do comprimido de 50 mg de
sertralina em solucdo fisioldgica 0,9 % e administrada por via oral na relacdo de 0,5 ml de
solugéo/30g de peso corporal.

o Pentilenotetrazol (PTZ): Solucdo de PTZ nas doses de 80 mg/kg, reconstituido em
solucgéo fisioldgica 0,9 % e administrada por via intraperitoneal na relacdo de 0,5 ml de

solugéo/30g de peso corporal.
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o Extrato alcodlico de Leucopaxillus sp.: foi empregado nas doses de 0,33 mg/Kg (20
pg/ml), 1,60 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,30 mg/Kg (200 pg/ml). Os extratos foram diluidos em
solucdo fisioldgica a 0,9% e administrado por via oral na relagdo de 0,5 ml de solucéo/30g de

peso corporal.

4.7  ANIMAIS

O presente estudo utilizou camundongos da linhagem swiss webster machos adultos
pesando entre 30-35g (aproximadamente 7-8 semanas de idade), fornecidos pelo Biotério de
Criacdo do escritorio técnico Fiocruz Rondbnia. Os animais foram mantidos em gaiolas
proprias, com temperatura controlada a 22 + 2 °C, em um ciclo claro/escuro de 12 h (luzes
acesas as 7 h), e tratados com agua e racéo ad libitum.

Os camundongos foram divididos em grupos de 7 individuos, baseado na formula para
calculo do n amostral, n = 1 + [2C * (s/d)2], de acordo Eng (2003), onde C é dependente dos
valores escolhidos para a forca ou poder do teste (1-B: chance de encontrar uma diferenca
existente) e nivel de significancia (a: a chance de considerar dois grupos diferentes quando eles
ndo o sdo). Considerando p < 0,05, o valor de a foi de 0,05 é 0 desvio padrdo aceitavel de acordo
com a projecdo (baixo desvio padrdo) e d foi a diferenga esperada entre 0s grupos. Foram
assegurados a auséncia de fatores que possam interferir na resposta comportamental tais como
flutuacBes da temperatura ambiente, de ruidos e diferentes horérios de experimentacdo
(TIBLSEN et al., 1992).

Todos os modelos experimentais in vivo usados no presente estudo foram conduzidos
de acordo com as orientagdes éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal — CONCEA, seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais

Para Fins Cientificos e Didaticos - DBCA dos Principios éticos de experimentacdo animal. A
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presente pesquisa encontra-se autorizada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Fundacao Oswaldo Cruz/Ronddnia, sob n®2018/11 (ANEXO I).

4.8 MODELOS EXPERIMENTAIS in vivo

4.8.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste labirinto em cruz elevada foi realizado de acordo com o método proposto por
Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni (2000). Trata-se de um experimento empregado para o
estudo da neurobiologia da ansiedade que permite avaliacdo de drogas com atividade ansiolitica
ou ansiogénicas (HALLER & ALICKLI, 2012), baseado na aversdo natural de camundongos
para areas abertas e elevadas, bem como em seu comportamento exploratorio espontaneo
natural em novos ambientes (KOMADA et al., 2008).

Para a realizagéo do teste, foi utilizado um aparato feito de madeira, elevado a 50 cm do
solo, constituido de dois bracos opostos sem paredes (bragos abertos) medindo 50x10 cm e dois
bracos opostos com paredes (Bracos fechados) de 40 cm de altura, sob iluminagdo sob
iluminacdo com I&mpada vermelha de 60W disposta & 120 cm do aparato.

Os assoalhos dos bracos abertos e fechados possuem igualmente a mesma medida e
estdo dispostas perpendicularmente umas as outras, delimitando uma area central com 10 cm?

(Figura 5).
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Figura 5. Labirinto em cruz elevada sob iluminacdo vermelha.

Fonte: Autoria propria.

Para a realizacdo do presente teste, os camundongos foram colocados na sala de
experimento por, pelo menos, 1 semana em condicdo, sob iluminagdo com lampada vermelha
e ciclo claro-escuro invertido. Os animais foram tratados por via oral com 3 diferentes doses do
EAL (20, 100 e 200 pg/ml). Como grupos de controle experimental foi empregado o tratamento
com salina (volume correspondente ao empregado no grupo tratado) e outro grupo controle
formado por animais tratados com diazepam (0,06 mg/kg). Ap6s 1 hora da administracéo, os
animais foram posicionados na regido central de frente para um dos bragos abertos e observado
durante 5 minutos e filmados para anélise posterior (Figura 6).

As seguintes medidas comportamentais classicas foram consideradas para anélise: (1)
namero de entradas nos bracos abertos; (2) numero de entradas nos bragos fechados; (3) nimero
total de entradas; (4) tempo de permanéncia nos bragos abertos; (5) tempo de permanéncia nos
bracos fechados; e (6) tempo de permanéncia no centro do LCE. Uma entrada em um dos bracos
do labirinto foi considerada somente quando as quatro patas do animal atravessavam o limite
daquele braco. Foram consideradas ainda a (7) porcentagem de entradas nos bracos abertos e a

(8) porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE, calculadas conforme as
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seguintes formulas: % Entradas nos Bragos Abertos = Entradas nos Bracos Abertos / (Entradas
nos Bragos Abertos + Entradas nos Bragos Fechados) x 100; % Tempo nos Bracos Abertos =

Tempo nos Bragos Abertos /(Tempo nos Bracos Abertos + Tempo nos Bragos Fechados) x 100.

Figura 6. Teste do labirinto em cruz elevado.

AR (

Ambientagéo por 7 Tratamento com as 3 diferentes doses do EAL, Apos 1h, avaliados
dias solucéo salina ou diazepam por 5 min no LCE

Fonte: Autoria propria.

4.8.2 Teste do nado forcado

O teste do nado forcado foi realizado de acordo com Porsolt e colaboradores (1977) e é
um dos principais testes comportamentais em roedores empregados na busca de novos farmacos
com atividade antidepressiva. O modelo consiste em submeter os camundongos ao nado em um
recipiente plastico transparente de 2 L preenchido com 13 cm de 4gua (1600 ml) em temperatura
ambiente (25 + 2 °C), com profundidade suficiente para que o camundongo nao seja capaz de
tocar o fundo do recipiente com a cauda.

Foi avaliado o efeito da administracdo oral subcrdnica do EAL sobre a duragéo total de
comportamento de imobilidade e nado em camundongos submetidos ao teste. Esta

administracdo sub cronica consistiu em 3 administracdes consecutivas nos tempos 23.5,5e 1
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hora antes do inicio do teste. Como grupo controle positivo de inibi¢cdo da imobilidade e
aumento do nado, foi administrado subcronicamente a sertralina (10 mg/Kg), um farmaco da
classe dos antidepressivos inibidores seletivos da receptacdo de serotonina.

Apds os tratamentos os camundongos foram colocados, individualmente, para nadar
durante 6 minutos, onde foi registrado o nimero de turnos de imobilidade e a sua duracao, em
segundos, exibidos pelo animal durante a sessao. A imobilidade é definida como a cessacdo de
todos os movimentos do camundongo, exceto aqueles necessarios para manter-se flutuando, tal
como remar levemente com uma pata. Todas as sessdes de nado foram filmadas e gravadas em

midia eletrénica para posterior analise (Figura 7).

Figura 7. Teste do nado forcado.

1h apds o tratamento, os animais foram postos a
solucéo salina ou diazepam. nadar e filmados por 6 minutos.

Fonte: Autoria propria.

4.8.3 Teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol

A convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ) ¢ um quadro clinico observado na
crise de auséncia e as drogas empregadas no tratamento desse tipo de epilepsia também
suprimem as convulsdes desencadeadas nesse modelo (MARESCAUX et al., 1984). No dia do
experimento os animais foram tratados por via oral com 3 diferentes doses do EAL e como

grupo controle, foi empregado o tratamento com salina (volume correspondente ao utilizado no
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grupo tratado) e grupo controle positivo constituido por animais tratados com diazepam (0,06
mg/kg). Apos 1 hora da administracdo dos tratamentos, 0s animais receberam uma dnica injecao
intraperitoneal de PTZ (80 mg/Kg). A laténcia para a primeira convulsdo, a laténcia de morte e
a porcentagem de morte apds a administracdo de PTZ foram os pardmetros avaliados no

experimento (Figura 8).

Figura 8. Convulsdo induzida por PTZ.

Tratamento por Via Injecdo de PTZ (1.P.) Observagéo e filmagem da convulsdo
Oral

Fonte: Autoria prépria.

4.9 METODO DE EUTANASIA

No final dos experimentos, os animais foram eutanaziados por overdose anestésica com

ketamina (500 mg/Kg) + xilasina (50 mg/Kg) e posteriormente adequadamente descartados.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Considerando a homogeneidade e normalidade dos dados, a influéncia dos diversos
tratamentos sobre as varidveis estudas, em funcdo do tempo, foi estatisticamente analisada
através de analise multivariada de variancia de dois fatores (One way ANOVA), quando for o
caso, para comparar 0s grupos. Os fatores analisados foram tratamento, tempo e a interacdo

tratamento x tempo. Nos casos em que houve diferenga estatisticamente significante entre os
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tratamentos ou interacdo significativa tratamento x tempo, foi realizado teste post hoc de Tukey.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico Graphpad Prism 6, e 0

nivel de significancia foi fixado em 0,05.

4.11 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A figura 09, representa o resumo metodologico, empregado neste estudo.

Figura 9. Fluxograma do resumo metodoldgico.

Coleta de fungos Agaricales

l

Identificacdo macroscopica e
microscopica

|

Isolamento e crescimento em
meio de cultivo

l

Selecdo de fungos

Teste de citotoxicidade * Identificagdo molecular

Estabelecimento da dose de
tratamento

— Testes comportamentais

Fonte: Autoria prépria

5 RESULTADOS

5.1 COLETA E IDENTIFICACAO
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Foram coletadas 79 morfoespécies da ordem Agaricales, das quais 46 foram coletadas
no Parque Zoobotanico/lUFAC (= 58,22%) e 33 na Fazenda Experimental Catuaba (= 41,77)

(Figura 10).

Figura 10. Quantitativo de morfoespécies de fungos Basidiomicetos da ordem Agaricales
coletadas na Fazenda Experimental Catuaba e no Parque Zoobotanico da Universidade Federal
do Acre.
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CATUABA = Fazenda experimental Catuaba; PZ UFAC = Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre;
TOTAL = soma de todos os fungos coletados. Os nimeros representados acima das colunas indicam o nimero de
espécimes coletado em cada local de coleta.

Dos 79 fungos Agaricales coletados foi possivel o isolamento (crescimento em meio de
cultura) de apenas 25 morfoespécies (= 31,64%), dos quais 5 (= 6,32%) foram coletadas na

Fazenda Catuaba e 20 (= 25,31%) no Parque Zoobotanico (Figura 11).
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Figura 11. Numero de morfoespécies de fungos Basidiomicetos da ordem Agaricales coletado
e isolado da ordem Agaricales na Fazenda Experimental Catuaba e no Parque Zoobotanico da
Universidade Federal do Acre.
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CATUABA = Fazenda experimental Catuaba; PZ = Parque Zooboténico da Universidade Federal do Acre;
TOTAL = soma de todos os fungos coletados. Os nimeros representados ao lado das colunas indicam o nimero
de espécimes coletado em cada local de coleta.

Além disso, dos 79 fungos coletados e 25 isolados, foram identificadas 18

morfoespécies (= 22,78%) ao nivel de 12 géneros (Oudemansiella, Lepiota, Leucocoprinus,

Hydropus, Leucopaxillus, Calvatia, Macrolepiota, Lepiota, Chlorophyllum, Pluteus, Agaricus

e Hygrocybe). Nota-se que ocorreu a dominancia dos géneros Oudemansiella (5

morfoespécies), Leucocoprinus (02 morfoespécies) e Lepiota (02 morfoespécies) (Figura 12).

Figura 12. Lista de géneros de fungos da ordem Agaricales identificados na Fazenda
Experimental Catuaba e no Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre.
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Para auxilio na identificacdo e avaliacdo das caracteristica fungicas avaliou-se o
substrato de crescimento fungico. Foram coletados 30 fungos (= 37,97%) em serapilheira, 20
(= 25,31%) em solo, 18 (= 22,78%) em troncos de arvores e 11 (= 13,94%) em demais

substratos (galhos de arvores, ourigco, sementes e serragem) (figura 13).

Figura 13. Substrato de crescimento de fungos da ordem Agaricales coletados na Fazenda
Experimental Catuaba e no Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre.
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Os numeros representados ao lado das colunas indicam o nimero de espécimes coletado em cada local de coleta.

Dos 30 fungos que cresceram em serapilheira, 22 foram coletados no PZ (=73,3%) e 8
na fazenda Catuaba (=26,6%); dos 20 fungos que cresceram no solo, 10 foram coletados no PZ
(50%) e 10 (50%) na fazenda Catuaba; dos 18 fungos que cresceram no tronco de arvores, 10
foram coletados no PZ (=55,5%) e 08 na fazenda Catuaba (=44,4%); dos 11 fungos que
cresceram em outros substratos, 03 foram coletados no PZ (=27,2%) e 08 na fazenda Catuaba

(272,8%).

5.2 SELECAO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS
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Das 79 morfoespécies de fungos agaricales coletados foram selecionadas 5 espécies que
apresentavam os critérios adotados, descrito no item 4.4 (possiveis de isolamento e maior e/ou
mais rapido crescimento micelial). Assim, apos a identificacdo fungica, foram selecionados
para os testes de citotoxicidade os fungos n° 5.273 (Leucopaxillus sp.), 5.280 (Oudemansiella
sp.), 5.302 (Ordem Agaricales), 5.314 (Ordem Agaricales) e 5.321 (Ordem Agaricales).

A espécie Leucopaxillus sp. (n°5273) apresenta tamanho de 4,5 — 6,5 cm, o pileo tem
coloracdo marrom alaranjado (COD. 8C), consisténcia carnosa, superficie lisa e forma
campanulado, as lamelas sdo brancas (1A), de insercdo adnatas e forma regular, e o estipe de
coloracdo branca (COD. 1A) e posicdo central com superficie fibrilosa. Os basidios sdo
bisporado, os basidiosporos subelisoide a elipsoide e a microestrutura estéril com

queilocistidios clavados e fusoides (figura 14).

Figura 14. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do fungo do género Leucopaxillus
sp.

A= Caracteristicas macroscopica. B= Caracteristicas microscopicas (objetiva de 40x). Fonte: SILVESTRE,
MAGALHAES (2019).

A espécie Oudemansiella sp. (n°5280) apresenta tamanho de 11,5 cm, o pileo tem
coloracdo marrom amarelado (COD. 8E) e esbranquicado (COD. 1A) no centro, superficie
radialmente fibrilosa e forma plana a umbonada, as lamelas séo brancas (1A), de insercéo livre
e forma regular, e o estipe de coloragdo cinza alaranjado (COD. 2B), posicdo central com
superficie pubescente. Os basidios sdo bisporado, os basidiésporos equinados e a microestrutura

estéril com queilocistidios de forma utriforme com granulos (figura 15).
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Figura 15. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do fungo do género Oudemansiella
sp.

(\Zjv’ .

A=Caracteristicas macroscopica (visdao superior); B=Caracteristicas macroscopica (visdo inferior);
C=Caracteristicas microscépicas (objetiva de 40x). Fonte: SILVESTRE, MAGALHAES (2019)

A espécie n° 5302 (ordem Agaricales) apresenta tamanho de 5 a 6 cm, o pileo tem
coloracdo vermelho opaco (COD. 3C), estrias rosadas a esbranquicadas (COD. 2A), superficie
radialmente fibrilosa e forma aplanada, as lamelas possuem coloragdo concolor ao pileo,
insercdo decurrente com forma intervenosa, e o estipe concolor ao pileo e posi¢do central com
superficie lisa. Nao foi possivel observar estruturas reprodutivas basidios, basidiésporos e

microestruturas estéreis (Figura 16).

Figura 16. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas da espécie n° 5302 (ordem
Agaricales)

A=Caracteristicas macroscopica (visdo superior); B=Caracteristicas macroscopica (visdo inferior). Fonte:
SILVESTRE, MAGALHAES (2019).

A espécie 5.314 (Ordem Agaricales) apresenta tamanho de 5,5 cm, o pileo tem coloracéo
vermelha alaranjada (COD. 8A), superficie lisa e forma campanulado, as lamelas s&o brancas

(1A), de insercdo livre e forma regular, e o estipe coloragdo branca, em posi¢do central com
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presenca de anel com borda dupla e superficie lisa. Os basidios sdo bisporados, basidiésporos
subelisoide a elipsoide e microestrutura estéril com queilocistidios clavados e fusoides,

superficie pilear com cistidios e hifas (figura 17).

Figura 17. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas da espécie n° 5.314 (ordem
Agaricales)

A= Caracteristicas macroscopica. B= Caracteristicas microscopicas (objetiva de 40x). Fonte: SILVESTRE,
MAGALHAES (2019)

A espécie 5.321 (Ordem Agaricales) apresenta tamanho de 1 a 2 cm, o pileo tem
coloracdo marrom avermelhado (COD. 8D), superficie radialmente fibrilosa e forma convexa,
as lamelas possuem coloragdo concolor ao pileo, insercao livre e estreita com forma regular, e
0 estipe é concolor ao pileo e posicdo central com superficie lisa a fibrilosa. Os basidios sdo
bisporados, basididsporos subelisoide a elipsoide, microestrutura estéril com queilocistidios

clavados e fusdides e superficie pilear com cistidios e hifas (figura 18).

Figura 18. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do fungo do género Oudemansiella

A=Caracteristicas macroscopica (visdao superior); B=Caracteristicas macroscopica (visdao inferior);
C=Caracteristicas microscopicas (objetiva de 40x). Fonte: SILVESTRE, MAGALHAES (2019)



56

5.3 PRODUCAO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS ALCOOLICOS

O processo de obtencéo dos extratos e rendimento dos extratos alcéolicos de Agaricales

estdo representados na figura 19.

Figura 19. Produgéo e rendimento dos extratos alcodlicos.

[Fungo n°] [ 20g de ‘ ?ﬁé’.?'sdc? \ [ 70,9mg ] [ 0,032% ]

5.273 meio BDA
Maceragéo Rendimento
Fungo n° 209 de 200ml de 0
[ 5.280 ] meio BDA meio BD 69,65 mg 0,031%
Maceracao Rendimento
Fungo n° 20g de 200mlI de
[ 5.314 ] [ meio BDA meio BD 35,70 mg 0,016%
Maceracéo Rendimento
Fungo n° 20g de 200ml de
[ 5.321 ] [ meio BDA meio BD 33,28 mg 0,015%
Maceracgao Rendimento
Fungo n° 20g de 200ml de
[ 5302 ] meio BDA meio BD 18,46 mg 0,008%
Maceracéo Rendimento

Fonte: Autoria propria.
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5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO ALCOOLICO DE FUNGOS

AGARICALES EM CELULAS HepG2

O teste de citotoxicidade em células HepG2 mostrou que os extratos alcoolicos do
micélio dos fungos n° 5.280, 5.314, 5.321 e 5.302 apresentaram CCso acima de 500 pg/ml. Ja o
extrato alcodlico micelial do fungo n°5.273 (Leucopaxillus sp.) apresentou CCso de 54,9 pg/ml.
Apesar da CCsp mais baixa, o fungo n° 5.273 (Leucopaxillus sp.) teve melhor caracterizagdo
macroscopica e microscépica, sendo selecionado o extrato deste para realizacdo da analise
molecular e avaliagcdo nos testes comportamentais.

A partir da CCsp determinou-se para 0s ensaios in vivo as doses de trabalho em 0,33
mg/Kg (20 pg/ml), 1,60 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,30 mg/Kg (200 pg/ml). As doses de 20, 100 e

200 pg/ml correspondem a ~0.5, 2 e 4 vezes a CC50, respectivamente.

5.5 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No presente estudo avaliou se a administracdo oral de extrato alcoolico de Leucopaxillus
sp. (EAL) altera as respostas comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado (LCE)
indicativos de efeito ansiolitico. Inicialmente, foi demonstrado que a administracdo
intraperitoneal com diazepam aumentou significativamente o nimero de entradas nos bracos
abertos (Figura 20B), mas ndo nos fechados (Figura 20B), quando comparado ao grupo tratado
com salina. J& o tratamento com EAL ndo alterou significativamente o nimero de entrada nos
bracos abertos e nos bragos fechados, em nenhuma das doses testadas, quando comparado ao
grupo salina (Figura 20). Os dados da figura 20A se diferiram significativa quanto ao tratamento
(Fa,25 = 5,667; p = 0,0022). Os dados da figura 20B n&o se diferiram significativamente com

relacdo ao tratamento (Fa, 25 = 2,484; p = 0,0695).
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Os resultados também mostram que o diazepam aumentou significativamente o niUmero
de entradas totais nos bracos (Figura 21A), mas ndo alterou significativamente o tempo de
permanéncia no quadrante central, quando comparado ao grupo tratado com salina (Figura
21B). Ja o tratamento com EAL ndo alterou significativamente o nimero de entradas totais nos
bracos e o tempo de permanéncia no quadrante central, em nenhuma das doses testadas, quando
comparado ao grupo salina (Figura 20). Os dados da figura 21A se diferiram significativa
quanto ao tratamento (Fs, 25 = 4,209; p = 0,0097). Os dados da figura 21B néo se diferiram

significativamente com relacdo ao tratamento (Fs, 25 = 1,549; p = 0,2187).

Figura 20. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) no
namero de entradas nos bracos abertos (A) e nos bracos fechados (B) do Labirinto em Cruz
Elevado.
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SAL = Grupo tratado com solucéo salina 0,9%; DIA = Grupo tratado com solucdo Diazepam (2 mg/Kg). Os dados
foram representados como média + EPM. Cada coluna representa um grupo experimental contendo dados de 6
animais. * = significativamente diferente do grupo Salina. A significancia estatistica foi fixada em 0,05.
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Figura 21. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) no
namero total de entradas nos bracos abertos e fechados (A) e o tempo de permanéncia no
quadrante central (B) do Labirinto em Cruz Elevado.
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SAL = Grupo tratado com solucéo salina 0,9%; DIA = Grupo tratado com solu¢do Diazepam (2 mg/Kg). Os dados
foram representados como média = EPM. Em cada grupo experimental foram utilizados 6 animais. * =
significativamente diferente do grupo Salina. A significancia estatistica foi fixada em 0,05.

O tratamento com diazepam ou com o EAL, em todas as doses testadas, nao alterou
significativamente o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (Figura 22A) ou
fechados (Figura 22B), e ndo alteraram a porcentagem de permanéncia nos bracos abertos
(Figura 23A) ou a porcentagem de entrada nos bracos abertos (Figura 23B), quando comparados
ao grupo salina. Os dados da figura 22A, 23A e 23B se diferiram significativa quanto ao
tratamento (Fs4, 25 = 3,479, 4,220, 3,313, respectivamente; p = 0,0217, 0,0095, 0,0262,
respectivamente). Os dados da figura 21B néo se diferiram significativamente com relagéo ao

tratamento (F4, 25 = 2,549; p = 0,0642).
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Figura 22. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) no tempo
de permanéncia nos bracos abertos (A) e no tempo de permanéncia nos bracos fechados (B) do
Labirinto em Cruz Elevado.
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SAL = Salina; DIA = Diazepam (2 mg/Kg). Os dados foram representados como média + EPM. Em cada grupo
experimental foram utilizados 6 animais.

Figura 23. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) sobre a
porcentagem de entrada nos bragos abertos (A) e sobre a porcentagem de tempo nos bragos
abertos no Labirinto em Cruz Elevado.
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SAL = Salina; DIA = Diazepam (2 mg/Kg). Os dados foram representados como média + EPM. Em cada grupo
experimental foram utilizados 6 animais.
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5.6 TESTE DO NADO FORCADO

O presente estudo avaliou se EAL apresenta propriedade antidepressiva empregando o
teste do nado forcado. Inicialmente, os resultados mostram que o tratamento subcrénico dos
animais com sertralina significativamente aumentou o tempo de nado (Figura 24A) e reduziu o
tempo de imobilidade (Figura 24B). De modo semelhante, foi demonstrado que o EAL
significativamente aumentou o tempo de nado (Figura 24A) e reduziu o tempo de imobilidade
(figura 24B). Os dados da figura 24 A se diferiram significativamente com relagéo ao tratamento
nas doses de 100 e 200 pg/ml (Fs,25 = 7,197; p = 0,0005). Os dados da figura 24B se diferiram
nas doses de 100 e 200 pg/ml significativamente com relacdo ao tratamento (F4,25=7,283; p =

0,0005).

Figura 24. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) sobre
tempo de nado (A) e de imobilidade (B) no teste do nado forcado.
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SAL = Grupo tratado com solucdo salina 0,9%; SER = Grupo tratado com solugdo Sertralina (10 mg/Kg). Os
dados foram representados como média + EPM. Cada coluna representa um grupo experimental contendo dados
de 6 animais. * = significativamente diferente do grupo Salina. A significancia estatistica foi fixada em 0,05.
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5.7 TESTE DA CONVULSAO INDUZIDA POR PENTILENOTETRAZOL

Para avaliar se o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp. (EAL) apresenta propriedade
anticonvulsivante, o presente estudo empregou o modelo de convulsao clénico-ténico induzido
por injecdo intraperitoneal de pentilenotetrazol (PTZ). Animais tratados com salina e PTZ
manifestaram tipicamente a convulsédo clénica seguida de convulsao ténica e morte (Figura 25).
Os resultados mostram que o pré-tratamento com diazepam, tratamento controle, bloqueou
completamente a manifestacdo da convulsdo clonica (Figura 25A) e ténica (Figura 25B), e
preveniu a mortalidade dos animais em 100 % (Figura 25C). Os resultados com diazepam séo
semelhantes aos resultados obtidos em animais controles tratados com Salina e néo tratados
com PTZ.

Também foi mostrado que o tratamento oral com EAL néo alterou significativamente a
laténcia de manifestacdo da convulsdo clénica, em nenhuma das doses testadas, quando
comparado ao grupo Salina e tratado com PTZ (Figura 25A). Também foi observado que o
tratamento oral com EAL na dose de 100 pg/ml, mas néo nas doses de 20 e 200 pg/ml, aumentou
significativamente a laténcia de manifestacdo da convulsdo ténica (Figura 25B) e preveniu a
mortalidade de 37,5 % dos animais tratados com PTZ, quando comparado ao grupo controle
negativo (Figura 25C).

Os dados da figura 25A se diferiram significativamente com relacdo aos tratamentos
(Fs,30 =5947; p <0,0001). Os dados da figura 25B se diferiram significativamente com relacéo
ao tratamento (Fs, 26 = 22,69; p < 0,0001). Os dados da figura 25C se diferiram

significativamente com relacio aos tratamentos (x* = 31,07; grau de liberdade = 5; p < 0,0001).
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Figura 25. Efeito do tratamento oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. (EAL) sobre a
convulséo clonica- tdnica e mortalidade induzida por Pentilenotetrazol.
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6 DISCUSSAO

A partir das coletas de fungos realizadas no presente estudo foi possivel identificar 12
géneros de basidiomicetos da ordem Agaricales, dentre eles Oudemansiella, Lepiota,
Leucocoprinus, Hydropus, Leucopaxillus, Calvatia, Macrolepiota, Lepiota, Chlorophyllum,
Pluteus, Agaricus e Hygrocybe. Destes, foi possivel verificar a predominancia dos géneros
Oudemansiella, Leucocoprinus e Lepiota nos locais de coleta. Tais resultados complementam
o0s primeiros relatos, feitos em 1992, a respeito da micobiota macroscépica do estado do Acre,
nos quais foram identificados Agaricus sp., Lepiota citrinella, Filoboletus gracilis, Marasmius
sp., Mycena sp., Pleurotus sp., e 0 género Mycena (BONONI et al., 1992).

Em levantamentos prévios realizado no Parque Zoobotanco da UFAC foi demonstrado
a presenca de fungos das ordens Agaricales, Auriculariales, Hymenochaetales, Polyporares
(GOMES-SILVA; GIBERTONI, 2009), Dacrymycetales e Geastrales (SANTQOS, 2017). Em
um levantamento realizado em 2017 no mesmo local, constatou-se uma predominancia de
basidiomicetos da ordem Agaricales, especialmente dos géneros Agaricus, Leucoagaricus,
Leucocoprinus Macrolepiota, Marasmiaceae, Gerronema, Gymnopus, Marasmiellus,
Marasmius, Tetrapyrgus, Trogia, Psathyrellaceae, Psathyrella, Schizophylaceae e
Schizophyllum (SANTQOS, 2017).

No presente estudo, dos 12 géneros identificados durante a coleta, foram relatados
apenas 4 géneros em estudos anteriores, indicando uma ampla biodiversidade de fungos
agaricales ainda pouco explorada. A ordem Agaricales esta distribuida em 413 géneros e mais
de 13 mil espécies conhecidas (COIMBRA et al., 2013). Entretanto, sabe-se que estes niUmeros
sdo ainda maiores, tendo em vista que, no Brasil abriga-se uma das biotas mais ricas do mundo,
onde 99,6% deles se desconhece sua composi¢do quimica (VEIGA; SCUDELLER, 2015).

Neste sentido, a descoberta de novos taxons ou registro de novas espécies também pode
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contribuir para a aplicacao biotecnoldgica de seus constituintes quimicos, especialmente como
solucéo de problemas que afligem a sociedade (COIMBRA et al., 2013).

Durante as coletas dos fungos observou-se que o crescimento fungico predominou em
substratos como a serapilheira, o solo e tronco de arvores. O crescimento no solo e na
serapilheira podem estar relacionado ao mecanismo nutricional e 0 comportamento saprofitico
dos fungos basidiomicetos, os quais absorvem moléculas organicas simples oriundas de
organismos mortos (SANTOS, 2015). O crescimento em troncos de arvores esta associada a
espécies de cogumelos que produzem enzimas ligniloliticas extracelulares como a lenhina
peroxidase, a manganés peroxidase e a lacase, as quais estdo envolvidas na degradacdo da
lenhina, conferindo, aos cogumelos, a capacidade de crescerem em troncos de arvores vivas ou
mortas (SIMOES, 2015).

Durante a coleta, observou-se também o crescimento em galhos de arvores, ourigos,
sementes e serragem, 0s quais, estdo relacionados ao caracter saprofitico e lignolitico. Percebe-
se que os cogumelos possuem habilidade para se desenvolver em variados substratos, dos quais
obtém polissacarideos, lignina, glicose, manose, frutose, éleos e acidos organicos como fontes
de carbono e energia. Entretanto, reconhece-se a especificidade e/ou preferéncia de cada
basidiomiceto por um determinado substrato, fato observado nas espécies coletadas e isoladas
no presente estudo (FIGUEIRO, 2009).

Apos as coletas, utilizou-se da caracterizacdo macroscépica, microscopica, locais de
crescimento e bases de literatura para selecionar os fungos a serem avaliados nos testes de
citotoxicidade e testes comportamentais. Nesse sentido, 0 maior e mais rapido crescimento
micelial e a possibilidade de isolamento em meios de cultura compde algumas das principais
caracteristicas que serviram de critério para a selecdo dos fungos. Com base nesses fatores,
selecionou-se o0s espécimes n° 5.273 (Leucopaxillus sp.), 5.280 (Oudemansiella sp.), 5.302

(Ordem Agaricales), 5.314 (Ordem Agaricales) e 5.321 (Ordem Agaricales). (GARCIA, 2016).



66

Os extratos alcodlicos do miceélio dos fungos selecionados foram submetidos ao teste de
citotoxicidade em células de hepatoblastoma humano (HepG2). Todos os extratos dos fungos
n° 5.280 (Oudemansiella sp.), n® 5.314 (Ordem agaricales), n°® 5.321 (Ordem agaricales) e n°
5.302 (Ordem agaricales) apresentaram CCsp acima de 500 pg/ml. J& o extrato alcodlico
micelial do fungo n°® 5.273 (Leucopaxillus sp.) apresentou CCso de 54,9 pg/ml. Portanto, 0s
resultados mostraram que o extrato de Leucopaxillus sp. foi 0 que presentou a maior toxicidade
em células HepG2 dentre os extratos de fungos testados. Tais resultados indicam que o extrato
de Leucopaxillus sp. pode indicar maior diversidade e/ou concentragcdo quimica entre os fungos
testados, mas tal informacéo precisa ser comprovada por ensaios adicionais.

Evidéncias cientificas mostram que o cogumelo Oudemansiella canarii apresenta
elevada citotoxicidade em macrdfagos peritoneais (CCso = 5,77 £ 0,67 mg / ml). O extrato
metanolico de Leucopaxillus candidus apresentou baixa toxicidade na cultura primaria de
figado PLP2, em vista que a concentracdo que inibe o crescimento celular em 50% da amostra
(Clso) encontra-se, provavelmente, superior a 400 pg/mL (maior concentragcdo testada)
(VIEIRA et al.,2016). Para explicar as discrepancias entre estes resultados prévios e 0s nossos
resultados de citotoxicidade sdo necessarios ensaios futuros de identificacdo das espécies
avaliadas de Oudemansiella e Leucopaxillus avaliados bem como realizar a caracterizacdo de
seu constituintes quimicos.

Os principais constituintes quimicos do fungo Oudemansiella canarii sdo
polissacarideos, peptideos, glicoproteinas, fenolicos, lipidios e enzimas hidroliticas e oxidativa
(CONTATO etal., 2020). Os fungos do género Leucopaxillus séo ricos em fendis, flavonoides,
carboidratos e proteinas. Leucopaxillus candidus é uma espéecie com elevado valor nutricional
devido ao alto teor de proteinas e carboidratos, mas baixos niveis de gordura e com prevaléncia

de acidos graxos poli-insaturados. Além destes, sua composi¢do € marcada pela presenca de



67

acidos oxalicos, fumarico, p-hidroxibenzdico e cinamico (BARROS et al., 2007; VIEIRA et
al., 2016)

Leucopaxillus giganteus também apresentam em sua constitui¢éo o acido oxalico, &cido
cis-aconitico, acido citrico e fumarico (RIBEIRO et al., 2008). Neste sentido, es resultados do
presente estudo podem decorrer, pelo menos em parte, de componentes quimicos comuns ao
género Leucopaxillus. No entanto, é necessario determinar a constituicdo quimicas do extrato
alcoolico além de realizar a identificacdo de espécie Leucopaxillus empregado no estudo.

Com base na constituicdo quimica, os cogumelos podem ser classificados em
comestiveis, 0s quais sdo desprovidos de constituintes quimicos nocivos, ou classificados como
toxicos, quando apresentam em sua constituicdo quimica micotoxinas potencialmente danosos
ao organismo humano. Dentre as micotoxinas de cogumelos, é possivel destacar as amatoxinas,
falotoxinas, giromitrina-monometilhidrazina, orelanina, muscarina, cido iboténico, muscimol,
coprina, psilocibina e psilocina (PESSOA, 2013; GARCIA, 2016). Nesse sentido, as diferentes
toxicidades obtidas com os fungos testados no presente estudo podem estar associadas a
presenca e a concentracdo de micotoxinas em sua composi¢do quimica.

A partir dos resultados preliminares de rendimento na obtencdo do extrato e da
citotoxicidade, o extrato micelial de Leucopaxillus sp. foi escolhido para os ensaios
experimentais in vivo. Inicialmente, para determinar possiveis propriedades ansioliticas e
sedativas do efeito do extrato micelial de Leucopaxillus sp. empregou-se o teste do labirinto em
cruz. O teste labirinto em cruz elevado trata-se de um modelo baseado no estudo de
comportamento ndo condicionado ou espontaneo e em padrdes exploratorios, cuja premissa
basica é a de que a novidade ambiental evoca simultaneamente medo e curiosidade (RODGERS
etal., 1997).

Em geral, ratos ou camundongos mostram consistentemente altos niveis de

exploragao/preferéncia pelos bragos fechados e evitam os bragos abertos devido ao fato de
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gerarem niveis mais altos de medo. Os impulsos exploratérios levam os roedores a se
aproximarem do novo ambiente, aumentam acdes de exploracdo e de entradas em bracos
abertos, indicativo de baixa ansiedade. Os impulsos de medo, por outro lado, levam aos
comportamentos de evitar esse novo ambiente e de exploracdo centrada principalmente nos
bracos fechados (FILGUEIRAS, 2011).

No presente estudo o extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. ndo alterou
significativamente os principais parametros indicativos de atividade ansiolitica e exploratéria
tais como n° de entrada e permanéncia nos bracos abertos, n° total de entrada nos bracos,
permanéncia no quadrante central, quando comparado ao grupo controle salina. Assim, nas
doses utilizadas é improvavel que o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp. tenha atividade
ansiolitica. Neste sentido, a auséncia de efeito ansiolitico poderia ser explicada pela dose
utilizada, a qual, poderia ser baixa e ndo conter componentes ansioliticos suficientes para
manifestar o efeito.

Esta pesquisa é a primeira a avaliar as propriedades ansioliticas de extrato alcodlico de
Leucopaxillus sp. no teste do labirinto em cruz elevado. De toda forma, a atividade ansiolitica
tem sido observada em outros géneros de fungos Agaricales, tais como os fungos do género
Agaricus sp. Neste sentido, demostrou-se que ratos tratados por 30 dias com extrato de Agaricus
brasiliensis tiveram menor neurodegeneracdo associada a isquemia cerebral e exibiram menor
taxa de comportamos associados a ansiedade no teste de labirinto elevado e no teste de interagdo
social (ZHANG et al., 2015).

Em contrapartida, o farmaco benzodiazepinico diazepam, empregado como controle
positivo de farmaco ansiolitico, aumentou significativamente o principal parametro que mede
propriedade ansiolitica (n° de entrada nos bracos abertos) e de aumento da atividade
locomotora/exploratéria (n° total de entrada nos bragos). Tais resultados confirmam a

propriedade ansiolitica de farmacos benzodiazepinicos, como o diazepam.
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Farmacos ansioliticos, tal como o benzodiazepinico diazepam, aumentam o nivel
exploratdrio nos campos abertos (RODGERS et al., 1997). Os farmacos benzodiazepinicos tém
como alvo os receptores GABAA que, quando ativados, aumentam a neurotransmissao
GABAérgica. O aumento da neurotransmissdo GABAEérgica estd associada ao efeito neuronal
hiperpolarizante, o que explica o efeito anticonvulsivante, neuroprotetor, ansiolitico e sedativo
dos benzodiazepinicos (GELFUSO et al., 2014).

Avaliou-se o efeito do tratamento subcrénico com extrato alcodlico de Leucopaxillus
sp. sobre o tempo de nado e de imobilidade no teste do nado forcado em camundongos. O teste
do nado forcado foi empregado nesta pesquisa por se tratar de um método simples e pela sua
ampla utilizacdo em estudos pré-clinicos de desenvolvimento de farmacos antidepressivos
(LEITE et al., 2005; OLIVEIRA, 2019). O teste do nado forcado é um modelo de estresses
inescapavel onde o animal experimental é colocado sob observacdo em recipiente contendo
agua. Nestas condicdes o animal elabora comportamentos alternados de atividade locomotora
(nado vigoroso e tentativa de escalada pela parede do recipiente) e imobilidade, onde o animal
executa movimentos suficientes apenas manter-se emerso na dgua (SILVEIRA et al.,2018).

A imobilidade, portanto, significa um comportamento de desamparo e/ou desisténcia de
reagir contra a situacdo inescapavel imposta no modelo. De qualquer forma, cabe ressaltar que
o teste do nado forcado ndo induz quadro depressivo e sim uma condicdo de conflito
comportamental que compartilha as mesmas bases neurofisiolégicas e neuroquimicas da
depressdo. Assim, farmacos capazes de aumentar o tempo de nado e, consequentemente, reduzir
o tempo de imobilidade, pode indicar propriedades antidepressivas em humanos
(CARVALHO, 2017; OLIVEIRA 2019).

O extrato alcoolico de Leucopaxillus sp. aumentou o tempo de nado e reduziu o tempo
de imobilidade no teste do nado forgado nas concentra¢es de 100 e 200ug/ml. Os resultados

com o extrato foram similares aos observados com a sertralina, usada como controle positivo
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neste teste. Estes resultados indicam que extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. apresenta
propriedade antidepressiva.

O estudo confirma evidéncias prévias do efeito de reducdo do tempo de imobilidade
induzido pelo tratamento crénico com sertralina no teste do nado forcado (KAYGISIZ et al.,
2014). A sertralina pertence a classe de antidepressivos inibidores seletivos da receptacdo de
serotonina (ISRS) com ampla aplicacdo na préatica clinica. A atividade biolégica dos ISRS
ocorre agudamente pelo aumento dos niveis de serotonina nas fendas sinapticas e cronicamente
através da dessensibilizacdo de autorreceptores 5-HT1A. E a dessensibilizacdo de
autorreceptores 5-HT1A, especialmente em areas como o cértex pré-frontal do encéfalo, o
principal mecanismo farmacoldgico para o efeito antidepressivo dos ISRS (TELLES-
CORREIA et al., 2007; KAYGISIZ et al., 2014). E possivel que o mecanismo de
dessensibilizacdo de autorreceptores observados com os antidepressivos ISRS expliquem, pelo
menos em parte, 0 mecanismo do efeito antidepressivo do extrato alcoolico de Leucopaxillus
sp.

Apesar de ndo haver estudos prévios com extrato alcoolico de Leucopaxillus sp. existem
estudos mostrando que fungos de outras espécies da ordem Agaricales apresentam atividade
antidepressiva. Neste sentido, ratos tratados por 4 semanas com exopolissacarideos decorrentes
da fermentacdo submersa de Marasmius androsaceus apresentaram menor resposta
comportamental em modelo de depressdo induzida por estresse leve imprevisivel e crénico,
indicando um possivel efeito antidepressivo. Evidéncias sugerem que a acao antidepressiva do
extrato de Marasmius androsaceus esta associado ao aumento significativo nos niveis de
noradrenalina, dopamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e &cido 5-hidroxiindolacético no soro e
no hipotalamo (SONG et al., 2017).

Estudos mostram que o tratamento com L-ergotioneina ou com extrato do fungo

Pleurotus cornucopiae var. citrinopileatus, conhecido por ser rico em L-ergotioneina em sua
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composicao, diminui significativamente o tempo de imobilidade no teste do nado forcado e do
teste de suspensdo da cauda (NAKAMICH et al., 2016). Evidéncias mostram que o fungo
Leucopaxillus giganteus e diversos outros cogumelos comestiveis apresentam L-ergotioneina
em sua composicdo (ITO et al., 2011). Por fim, o conjunto de dados cientificos indicam
possiveis mecanismo que explicariam como o extrato alcodlico de Leucopaxillus sp. produz
efeito antidepressivo. No entanto, somente com a completa identificacdo da espécie de
Leucopaxillus bem como da analise de sua composicdo quimica permitird verificar o
envolvimento dos principais sistemas neuronais (serotoninérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico) bem como de componentes quimicos especificos, tais como L-ergotioneina, no
efeito antidepressivo do extrato de fungo empregado nesta pesquisa.

O presente estudo também avaliou se o extrato alcoodlico de Leucopaxillus sp apresenta
propriedade anticonvulsivante em modelo experimental de convulsdo induzido por injecéo
intraperitoneal de pentilenotetrazol (PTZ). O PTZ é um farmaco da classe do antagonista de
receptor GABAA amplamente empregado para induzir convulsdo experimental. A capacidade
do PTZ de induzir convulsdo deve-se a sua acdo inibitoria sobre a neurotransmissao
GABA¢érgica, resultando em hiperatividade neuronal disseminada no sistema nervoso central.
A convulsdo gerada pelo PTZ é do tipo clonica-tdnica generalizada (TCG), sendo sua laténcia
e duracdo dependente da concentracdo empregada, via e frequéncia de administracdo
(NKAMGUIE et al., 2017, SHIMADA et al.,2018).

As convulsdes do tipo TCGs séo caracterizadas por perda abrupta da consciéncia,
contragdo clonicas seguidas por contragdes tonicas dos quatro membros, apneia, liberagcdo
esfincteriana, sialorreia e mordedura de lingua, com duracéo de aproximadamente um minuto.
A fase clonica é identificada com espasmos musculares violentos e generalizados, em que
persiste a cianose e pode haver perda de esfincteres. A fase ténica se caracteriza através da

perda de consciéncia e da postura, extensao das costas, pescoco e pernas, flexao dos antebracos,
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desvio ocular cefélico, respiracao ruidosa e cianose. (YAKUBIAN, 2014; TELESSAUDE,
2016).

O tramento intraperitoneal com Diazepam aboliu completamente o desenvolvimento da
convulsdo cldnica, convulsdo tbnica e previniu a mortalidade de 100% dos camundongos
tratados com PTZ. Ja o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp, nas doses testadas, ndo alterou a
laténcia de convulsao clonica quando comparado ao grupo salina tratado com PTZ. Por outro
lado, o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp na dose 100 pg/ml, mas ndo nas demais doses,
aumentou significativamente a laténcia para o desenvolvimento da convulséo tonica e reduziu
significativamente a mortalidade dos animais.

Os resultados que mostram a propriedade anticonvulsivante do extrato alcodlico de
Leucopaxillus sp. sdo inéditos e corroboram com resultados prévios com outros fungos
basidiomicetos da classe Agaricomycetes. Assim, verificou-se que a administracdo do fungo
Hericium erinaceus em concentracao de 60 a 120 mg/kg apresentou uma possivel atenuacéo na
morte neuronal do hipocampo, 7 dias ap6s a inducao de convulsdo cl6nico-ténico (JANG et al.,
2019).

Em virturde da diversidade de mecanismos pelos quais os farmacos podem produzir
efeitos anticonvulsivantes ndo é possivel determinar o mecanismo anticonvulsivante do extrato
alcodlico de Leucopaxillus sp. De qualquer forma, ndo € descartado que o extrato alcodlico de
Leucopaxillus sp contenha constituintes quimicos que produzam efeitos anticonvulsivantes
semelhantes ao do farmaco benzodiazepinico, como o diazepam. Os benzodiazepinicos causam
efeito anticonvulsivante através da modulacgdo alostérica positiva de receptor GABAAa ativados
pelo neurotransmissor GABA, levando a hiperpolarizacdo e consequente reducdo da
hiperexcitabilidade neuronal durante a convulsdo (NKANTCHOUA et al., 2017; YACUBIAN

et al.,2014).
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Por fim, o conjunto de resultados do presente estudo mostram que o extrato micelial de
Leucopaxillus sp. apresenta propriedades antidepressivas, anticonvulsivantes, mas nao
apresenta propriedades ansioliticas, nas condi¢cdes experimentais avaliadas. No entanto, o
estudo ainda deixa questdes importantes que precisam ser respondidas tais como a espécie do
fungo avaliado bem como os constituintes quimicos envolvidos nos efeitos bioldgicos
observados. Neste sentido, os resultados abrem possibilidade para a realizacdo de estudos
futuros que possam contribuir com o aprofundamento do conhecimento cientifico e

tecnoldgico, uma vez que novos produtos podem ser desenvolvidos a partir dele.
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7 CONCLUSOES

o Isolou-se e identificou-se 25 fungos dos géneros Oudemansiella, Lepiota,
Leucocoprinus, Hydropus, Leucopaxillus, Calvatia, Macrolepiota, Lepiota, Chlorophyllum,
Pluteus, Agaricus e Hygrocybe;

o Produziu-se o extratos alcodlicos miceliais dos fungos n® 5.273 (Leucopaxillus sp.),
5.280 (Oudemansiella sp.), 5.302 (Ordem Agaricales), 5.314 (Ordem Agaricales) e 5.321
(Ordem Agaricales);

o A CCso dos extratos miceliais dos fungos n° 5.280, 5.314, 5.321 e 5.302 como sendo >
500 pg/ml e do extrato micelial do fungo n° 5.273 (Leucopaxillus sp.) como sendo 54,9 pg/ml;
o O extrato alcoolico micelial de Leucopaxillus sp. ndo apresenta atividade ansiolitica em
todas as concentracdes testadas;

o O extrato alcoolico micelial de Leucopaxillus sp. apresenta atividade antidepressiva nas
concentragdes de 100 e 200 pg/ml;

o O extrato alcodlico micelial de (Leucopaxillus sp.) apresenta atividade

anticonvulsivante apenas na concentragédo de 100 pg/ml.
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ANEXO 2 (CAPITULO 1 — PUBLICADO NO LIVRO CIENCIA, INOVACAO E
TECNOLOGIA PARA A AMAZONIA)

ATIVIDADES BIOLOGICAS DE AGARICALES (AGARICOMYCETES):
UMA REVISAO SISTEMATICA

Laura Nadyne da Silva Silvestre?, Yara de Moura Magalhdes Lima!, Geyse Souza

Santos?, Clarice Maia Carvalhol2,

! Programa de P6s-Graduacgédo em Ciéncia, Inovacdo e Tecnologia para a Amazdnia,
Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil,
2 Programa de PoOs-Graduacdo da Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da

Amazonia Legal - BIONORTE, Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

Dentre o filo Basidiomycota destaca-se a ordem Agaricales, constituida por
macrofungos denominados popularmente de cogumelos, os quais possuem elevado
potencial medicinal devido a producdo de compostos bioativos. Assim, 0 presente
trabalho, objetivou realizar uma reviséo sistemética sobre as atividades biologicas de
fungos da ordem Agaricales (Agaricomycetes). Realizou-se uma busca nas bases
Scientific Electronic Library Online (SciELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
National Institute of Health (PUBMED) e Science Direct, utilizando os descritores
“Agaricales” AND “Anti-Inflammatory”; Agaricales” AND “antinociceptive”; “Agaricales”
AND “Antidepressive”; Agaricales” AND “Anti-Anxiety”; e “Agaricales” AND
“Anticonvulsants”. Foram excluidos artigos duplicados, fora do objetivo da pesquisa,
baixa qualidade metodolégica e quando apresentaram resultados negativos para
potencial biolégico. Foram selecionados um total de 34 artigos, os quais foram
organizados em um quadro de resumo descritivo e apresentadas as informacdes
pertinentes dos trabalhos em forma de graficos produzidos no programa estatistico
GraphPad Prism 8.0. Observou-se que, China e Coreia do Sul, tem o maior nimero
de pesquisas; as familias Pleurotaceae e Agaricaceae e 0s géneros Pleurotus spp. e
Agaricus spp. sdo os mais frequentes; e a principal atividade biologica relata aos
cogumelos é a anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Cogumelos, Pleurotus, Anti-inflamatorio.
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BIOLOGICAL ACTIVITIES OF AGARICALES (AGARICOMICETYS):

SYSTEMATIC REVIEW
ABSTRACT

Among the phylum Basidiomycota stands out the order Agaricales, constituted by
macrofungos denominated popularly of mushrooms, which have high medicinal
potential due to the production of bioactive compounds. The present work aimed to
perform a systematic review on the biological activities of fungi of the order Agaricales
(Agaricomycetes). A search was made on the bases Scientific Electronic Library Online
(SciELO), Virtual Health Library (VHL), National Institute of Health (PUBMED) and
Science Direct, using the descriptors "Agaricales” AND "Anti-Inflammatory"; Agaricales
"AND" antinociceptive "; "Agaricales” AND "Antidepressive"; Agaricales "AND" Anti-
Anxiety "; and "Agaricales" AND "Anticonvulsants". Excluded duplicate articles, outside
the scope of the research, low methodological quality, and negative results for
biological potential. A total of 34 articles were selected, which were organized in a
descriptive summary table and presented the pertinent information of the works in the
form of graphs produced in the statistical program GraphPad Prism 8.0. It was noted
that China and South Korea have the largest number of surveys; the families
Pleurotaceae and Agaricaceae and the genera Pleurotus spp. and Agaricus spp. are
the most frequent; and the main biological activity relates to mushrooms is the anti-
inflammatory.

Key words: Mushrooms, Pleurotus, Anti-inflammatory.

1. INTRODUCAO

O filo Basidiomycota é composto pelos macrofungos, conhecidos pelo amplo
emprego na medicina tradicional. Estes fungos séo capazes de sintetizar uma alta
variedade de compostos bioativos, despertando a atencdo dos pesquisadores e
estando entre 0s recursos naturais mais estudados para a descoberta de novos
compostos biologicamente ativos (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016). Das
espécies de basidiomicetos, 700 apresentam propriedades medicinais, entretanto,
estima-se que esse numero chegue a 1800 espécies (GLAMOCLIJA, SOKOQVIC,
2017; SAJON et al., 2018).

Os compostos bioativos de basidiomicetos com valor medicinal incluem
principalmente metabdlitos secundarios, como terpenos, esteroides, antraquinonas,

derivados do é&cido benzdéico e quinolonas, mas também de alguns metabdlitos
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primérios como acido oxalico, peptideos e proteinas (YASIN et al., 2019). Esses
compostos sdo 0s principais responsaveis pelas atividades biolégicas, como
antioxidante (YAN et al.,, 2019), anticancerigena (ELKHATEEB et al., 2018),
antimicrobiana (BACH et al., 2019), antiparasitaria (ADAMS et al., 2010), antiviral
(DUDKA et al.,, 2015), anti-inflamatéria (CASTRO et al., 2014), antidiabética
(STOJKOVIC et al., 2019) e acdo sobre o sistema cardiovascular (GUILLAMON,
2010).

Dentre as ordens do filo Basidiomycota, destaca-se a ordem Agaricales que
representa grande parte das espécies estudadas de basidiomicetos, conhecidos
popularmente como cogumelos. As principais espécies utilizadas sdo Agaricus blazei
Murril, A. bisporus, A. brasiliensis, Clitopilus passeckerianus, Flammulina velutiper,
Pleurotus ostreatus (MENG; LIANG; LUO, 2016).

Agaricus blazei Murrill conhecido popularmente como cogumelo-do-sol, € uma
das espécies mais estudadas do mundo, considerado medicinal, rico em substancias
bioativas, como polissacarideos e acidos fendlicos (LIMA et al., 2016). Ja os
cogumelos do género Pleurotus ocupam o segundo lugar no mercado mundial de
cogumelos e sdo os mais populares na China, sendo o P. ostreatus valorizado ndo sé
pelo seu sabor, mas também pelas suas qualidades nutricionais, especialmente nas
dietas vegetarianas (BELLETINI et al., 2019).

A espécie Clitopilus passeckerianus ndo é um cogumelo muito conhecido como
a maioria, no entanto, se destaca por ser o Unico basidiomiceto a produzir um
antibiético chamado de pleuromutilina que levou a geracao de derivados comerciais,
que sdo utilizados com sucesso tanto na medicina humana como veterinaria (DE
MATTOS-SHIPLEY et al., 2016). Assim, baseado no potencial medicinal de
basidiomicetos, este trabalho teve por objetivo realizar uma revisao sistemética sobre

as atividades biolégicas de fungos da ordem Agaricales (Agaricomycetes).

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo trata-se de uma revisdo sistematica, baseada em Galvao e Pereira
(2014), seguindo os seguintes passos:

a) Elaboracao da pergunta de pesquisa: Quais as principais atividades biologicas
associadas a Agaricales (Agaricomycetes) descritas na literatura?

b) Busca na literatura: Foram pesquisados artigos cientificos nas bases:
Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
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National Institute of Health (PUBMED) e Science Direct, utilizando os descritores
previamente consultados no DECs (Descritores em Ciéncias da Saude): “Agaricales”
AND “Anti-Inflammatory”; Agaricales” AND “antinociceptive”; “Agaricales” AND
“‘Antidepressive”;  Agaricales” AND  “Anti-Anxiety”; e  “Agaricales” AND
“Anticonvulsants”. Foram incluidos no estudo, artigos redigidos nos idiomas inglés,
portugués e espanhol e que atendessem aos seguintes filtros: texto completo
disponivel e ano de publicacédo (2010 a junho de 2018).

c) Selecdo dos artigos: Os critérios para exclusdo foram artigos duplicados
(encontrados em mais de uma base de busca), fora do objetivo da pesquisa, baixa
qualidade metodologica e quando apresentaram resultados negativos para potencial
bioldgico.

d) Extracdo dos dados: Apoés a avaliacdo dos artigos, estes foram selecionados
e utilizados nos resultados do presente estudo. Foram extraidas e organizadas em
tabelas no programa Microsoft Office Excel, as seguintes informacdes: espécie,
familia, apresentacdo farmacoldgica, atividade biolégica e referéncias. Além dos
artigos selecionados, também foram utilizados outros trabalhos para elaboracdo da
introducéo e enriqguecimento da discussao deste artigo.

e) Sintese dos dados: Os dados foram organizados em tabelas e gréficos
(produzidos no programa estatistico GraphPad Prism 8) para apreciacao geral dos
resultados encontrados.

f) Redacédo e discussdo dos resultados: A descricdo e discussdo dos dados,

estdo no topico 3 do presente trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOGs a avaliagdo dos artigos foram selecionados um total de 34 trabalhos,
conforme descrito no quadro 1, os quais foram utilizados nos resultados e discussao

do presente estudo.
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Tabela 1. Artigos selecionados com atividade biologica para Agaricales
utilizando descritores e bases de artigos cientificos.

Descritores SciELO BVS Pubmed Slg:reenccte Total Selecionados
“Agaricales” AND
“Anti-Inflammatory” 0 69 241 46 356 28
f\ga.rlcal.es AND 0 , " 3 . \
antinociceptive
‘/‘A\ga.rlcales AND 0 0 - . - X
Antidepressive
“Agaricales” AND
“Anti-Anxiety” o 2 1 12 15 1
“Aga.rlcales ANI? 0 5 18 : . ;
Anticonvulsants
Total 34

Analisando os dados encontrados na presente revisdo, 100% dos estudos
realizados com atividade biologica de Agaricales sdo de carater experimental,
utilizando testes em animais ou avaliacéo de atividades celulares, ndo havendo relatos
de ensaios clinicos.

Constatou-se que os estudos desenvolvidos com o0 objetivo de avaliar a
atividade biol6gica de Agaricales sdo predominantemente em paises asiaticos (Figura
1), sendo os principais paises China (12 trabalhos) e Coreia do Sul (6 trabalhos),
totalizando aproximadamente 53% das pesquisas avaliadas. Este fato também pode
ser constatado com a observacdo de que ndo foram encontrados artigos cientificos
na biblioteca eletrénica SciELO, caracterizada principalmente pela publicacdo de

pesquisas latino-americanas.
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n° de pesquisas realizadas

Paises

Figura 1. Numero de pesquisas realizadas com Agaricales no Mundo.

A baixa producdo cientifica associada aos fungos Agaricales em paises
ocidentais pode estar associada ao cenario mundial do consumo de cogumelos. O
indice per capita chinés de ingestdo de cogumelos é de 8 quilos anuais, ao comparar
com a realidade brasileira, onde a média anual é de apenas 160 gramas (GOMES,
2018). Esta caracteristica pode ser justicada pelo alto valor comercial, reflexo do
potencial nutritivo e medicinal que possuem algumas espécies de cogumelos e
também por influéncia cultural que esse consumo possui (BETT; PERONDI, 2011).

Entretanto, apesar do baixo consumo e dos escassos estudos cientificos a
respeito das atividades biologicas dos cogumelos, estima-se que estdo presentes na
Floresta Amazonica Brasileira em torno de 40.989 espécies de plantas e fungos,
sendo que ambos possuem grande potencial medicinal em decorréncia de suas
propriedades farmacoldgicas (SANTOS, 2014) e que menos de 1% desta rica
biodiversidade foi pesquisada integralmente (VEIGA; SCUDELLER, 2015).

Ao nivel taxondmico, as principais familias identificadas e que apresentam uma
maior quantidade de espécies de Agaricales com atividades biolégicas, foram
Pleurotaceae, com 7 espécies (28%), e Agaricaceae com 6 espeécies (25%). Ao nivel
de géneros, os principais observados foram Pleurotus spp., com 7 espécies (33,4%)

e Agaricus spp. com 6 espécies (13%) (Figura 2).
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Figura 2. Familias e Géneros das espécies de Agaricales com relato de atividades
bioldgicas.

Esta frequéncia de atividades bioldégicas em algumas familias ou géneros
podem estar associadas a compostos similares presentes nas espécies de
cogumelos, em vista que, as bioatividades dos macrofungos foram confirmadas por
estudos extensivos, onde foram identificados compostos (lectinas, polissacarideos,
peptideos e complexos polissacarideos-proteinas) que apresentam funcdes efetivas
no organismo (KALAC, 2012; REN et al., 2012).

A presenca destes compostos foram evidenciadas por experimentos
realizados com a substancias isoladas de cogumelos Agaricales. Os polissacarideos
isolados de Oudemansiella radicata, apresentaram de forma independente aos outros
compostos do micélio fungico, potencial efeito no alivio da lesdo pulmonar e na
prevencdo do estresse oxidativo, reducdo nos niveis séricos de TNF-a atuando na
resposta inflamatoria (GAO et al., 2017) e efeito renal-protetor associado a diminui¢ao
dos niveis séricos de Ureia e creatinina (GAO et al., 2018).

Na Figura 3, encontram-se apresentados os quantitativos de espécies com as
referidas atividades biologicas: anti-inflamatério (52%), antioxidante (24%),

antinociceptivo (16%), antidepressivo (8%) e anticonvulsivante (0%).
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Figura 3. Numero de Espécies de Agaricales com atividades bioldgicas.

Foi ressaltada uma predominancia para o estudo da atividade anti-inflamatéria,
com um valor de 52% das acdes biologicas relatadas. O processo inflamatério trata-
se de uma resposta fisioldgica ao dano tecidual e caracteriza-se por uma complexa
cascata de eventos bioquimicos e celulares (VOLTARELLI, 1994; GAO et al., 2017),
que incluem extravasamento de fluidos, ativacdo enzimética, migracdo celular,
liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores (CARVALHO;
LEMONICA, 1998). Os macréfagos sé@o células principais na resposta inflamatoéria e
libera uma variedade de fatores como Oxido nitrico (NO), mediadores de
prostaglandina e citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-1b, IL-6) em resposta a
ativacao de estimulos, como o lipopolissacarideo (LPS) (MA et al., 2013; SAAD et al.,
2018).

As atividades anti-inflamatérias associadas aos basidiomicetos estdo
relacionadas diretamente com a inibicdo da liberacdo das enzimas pro-inflamatérias,
contribuindo para a supressdo da cascata inflamatoria. Dentre os trabalhos
analisados, o extrato aquoso de Agaricus bisporus, apresentou intensa atividade anti-
inflamatoria pela inibicdo de producéo de oxido nitrico e TNF-a (SAAD et al., 2018) e
0 &cido linoleico isolado de Agaricus brasiliensis por intermédio da inibicdo do éxido

nitrico e supressao de citocinas pro-inflamatoérias (SAIKI et al., 2017).
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No desenvolvimento metodolégico, ndo foi incluso no campo de busca a
atividade antioxidante. Entretanto, foram identificadas oito espécies da ordem
Agaricales com esta atividade, a qual, em sua totalidade possui relacéao direta com a
acao anti-inflamatoria, em vista que, a inibicdo da liberacdo de fatores pro-
inflamatdrios reduzem o estresse oxidativo (CARVALHO; LEMONICA 1998, GAO et
al., 2019). Os macrdfagos e neutrofilos, bem como as células teciduais lesadas,
liberam uma variedade de substancias oxidantes e enzimas criando um estresse
oxidativo, no qual espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio sdo produzidas
em abundancia (VOLTARELLI, 1994; CEBIN et al., 2018.).

Aliada a acgdo anti-inflamatéria também foram encontrados as seguintes
atividades biolégicas: protecao pulmonar pela diminuicdo dos niveis séricos de PCR
(GAO et al., 2019), acao neurotrofica e anti-neuroinflamatéria, pelo efeito inibitério na
expressdo da oOxido nitrico sintase indutivel (iINOS) e da ciclooxigenase-2 (COX-2)
(YIN et al., 2019.), reducédo do desenvolvimento de Sarcoma (WISBECK et al., 2017),
efeito inibitério contra células de cancer de célon humano (HU et al., 2018) e atuacao
na dor inflamatoria (ABREU et al., 2019).

A dor inflamatéria trata-se de um evento decorrente da liberacdo de mediadores
inflamatorios, que provocam ativacao e/ou sensibilizacdo dos nociceptores. Deste
forma a atuacéo do B -D-glucano isolado de Pholiota nameko, atua nas respostas ao
alivio da dor por meio da inibicdo dos mediadores pro-inflamatério e diminuindo as
respostas dos nociceptores (VERRI JR et al., 2006; ABREU et al., 2019).

Observou-se que as pesquisas para tratamento dos transtornos
neuropsicolégicos e cognitivos pelo emprego de cogumelos ou de isolados destes,
ainda sdo escassos, apesar do reconhecimento da presenca de substancias
psicoativas nestes fungos. A psilocibina é uma substancia encontrada nas espécies
do Género Psilocybe (Agaricomycetes) e que possui aplicagbes em estudos
experimentais e clinicos para transtornos neuropsiquiatricos, como Transtorno
Obsessivo Compulsivo e Ansiedade (ESCOBAR; ROAZZI, 2010)

Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de pessoas no mundo possuem
depressao e aproximadamente 18, 6 milhdes de brasileiros s&o diagnosticados com
transtornos de ansiedade. Estas doencas podem atingir pessoas de qualquer etnia,
faixa etaria e tendem a apresentar uma sintomatologia variavel e especifica para cada
paciente (OPAS, 2018). Grande parte dos pacientes acometidos com transtornos

mentais ndo apresentam boa resposta ao tratamento com os medicamentos padrdes,
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provocando a elevagdo da dose terapéutica e o desenvolvimento de reacdes
adversas, o que justifica a busca de novas ferramentas farmacoldgicas e elucidacao
a respeito dos padrdes celulares e o neurocircuito das doencas neuropsicolégicas
(APACZ et al., 2016; MOEZI et al., 2015).

A epilepsia trata-se de um transtorno neurol6gico que atende aproximadamente
50 milhdes de pessoas no mundo (OPAN, 2019), caracterizado por convulsdes
recorrentes devido a um excesso anormal de disparos de neurbnios no cérebro
(MARCHETTI et al., 2005). Trés quartos das pessoas que vivem com epilepsia em
paises de baixa renda ndo recebem o tratamento do qual necessitam, 0 que aumenta
o risco de morte prematura, provavelmente associado a falta de acesso aos servicos
de saude e medicamentos (OPAN, 2019).

4. CONCLUSAO

Em relacdo as atividades biolégicas de Agaricales, os paises asiaticos, como
China e Coreia do Sul, tem o0 maior niumero de pesquisa, sendo as familias
Pleurotaceae e Agaricaceae as mais frequentes, assim como, 0s géneros Pleurotus
spp. e Agaricus spp. A principal atividade biologica relata aos cogumelos é a anti-

inflamatoéria.
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TECNOLOGIA PARA A AMAZONIA)
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1. Universidade Federal do Acre (UFAC), Programa de PO4s-Graduagdo em
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2. Universidade Federal do Acre (UFAC), Programa de POs-Graduacdo em

Biodiversidade e Biotecnologia da Rede Bionorte, Rio Branco, Acre, Brasil;

Resumo

Os fungos comumente conhecidos como cogumelos, estdo inclusos na ordem
Agaricales e pertencem a classe Agaricomycetes, com grande valor ecoldgico e
econdbmico para o0 planeta, visto que possuem representantes comestiveis,
medicinais, alucindgenos, micorrizicos, saprofitas, parasitas, entre outros. No Brasil,
pais composto por varios biomas, os dados taxonémicos descritos de Agaricales ainda
sao escassos. Assim, 0 objetivo desta revisdo sistematica foi analisar a diversidade e
distribuicdo de fungos Agaricales no Brasil. Foram utilizadas as bases de dados
Scientific Electronic Library Online (SCIELO), National Institute of Health (PUBMED),
Science Direct e Google Académico, utilizando os descritores: Agaricales Brazil,
Agaricales; Brazil e Agaricales in Brazilian biomes. Os critérios para exclusao foram
artigos duplicados, fora do objetivo da pesquisa e estudos realizados fora do Brasil.
Foram selecionados 45 trabalhos, sendo descritos 284 fungos pertencentes a ordem
Agaricales, distribuidos em 84 géneros e 26 familias. Destes, 46,6% sé&o referentes
ao bioma Mata Atlantica, 22,2% Caatinga, 13,3% Amazbnia, 13,3% Pampa, 4,5%
Cerrado e nenhum encontrado para Pantanal. Dentre os géneros relatados nos
biomas brasileiros, foi observado uma maior frequéncia dos géneros Agaricus,
Stropharia, Amanita, Entoloma, Hypholoma, Psilocybe, Crinipellis, Deconica, Pholiota,
Leratiomyces, sendo estes relatados pelo menos em dois biomas distintos. O bioma
Mata Atlantica apresentou maior diversidade de fungos Agaricales, sendo género mais
descrito Agaricus.

Palavras-chave: cogumelos, Mata Atlantica, Agaricus.

Abstract

The fungi commonly known as mushrooms, are included in the order Agaricales and
belong to the class Agaricomycetes, with great ecological and economic value for the
planet, since they have edible, medicinal, hallucinogenic, mycorrhizal, saprophytic and
parasitic representatives, among others. In Brazil, a country composed of several
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biomes, the taxonomic data described by Agaricales are still scarce. Thus, the
objective of this systematic review was to analyze the diversity and distribution of
Agaricales fungi in Brazil. We used the databases Scientific Electronic Library Online
(SCIELO), National Institute of Health (PUBMED), Science Direct and Google
academic, using the descriptors: Agaricales Brazil, Agaricales; Brazil and Agaricales
in Brazilian biomes. The criteria for exclusion were duplicate articles, outside the scope
of the research and studies conducted outside Brazil. A total of 45 works were selected,
and 284 fungi belonging to the Agaricales order were described, distributed in 84
genera and 26 families. Of these, 46.6% are related to the Atlantic Forest biome, 22.2%
Caatinga, 13.3% Amazon, 13.3% Pampa, 4.5% Cerrado and none found for Pantanal.
Among the genera reported in Brazilian biomes, a higher frequency of Agaricus,
Stropharia, Amanita, Entoloma, Hypholoma, Psilocybe, Crinipellis, Deconica, Pholiota
and Leratiomyces genera was observed, being these reports reported in at least two
different biomes. The Atlantic Forest biome showed a greater diversity of Agaricales
fungi. The most commonly described genus was Agaricus.

Keywords: mushrooms, Atlantic Forest, Agaricus.

1. INTRODUCAO

Os fungos formam um dos principais grupos de organismos para 0S
ecossistemas, compreendendo um componente funcional importante para a aquisi¢ao
e ciclagem de nutrientes (KRASHEVSKA et al., 2015). Embora, muitos fungos sejam
restritos a certos ambientes, alguns deles crescem em quase todos os habitats da
Terra, sendo considerados organismos cosmopolitas, e apresentam grande
versatilidade adaptativa (FURTADO, 2012). Sdo capazes de habitar diversos
substratos, todavia, o0 de maior predominancia, sdo solos de composi¢des variadas,
normalmente com matéria organica em decomposicdo, ou madeiras e serragens
(WARTCHOW, 2018).

O reino Fungi compreende organismos eucariontes, heterotroficos, unicelulares
ou multicelulares, conforme sua morfologia, que fazem parte de diferentes filos. Os
macrofungos pertencem a dois filos: Ascomycota e o Basidiomycota, sendo este um
dos maiores do reino Fungi (STAJICH et al., 2009; PEI et al., 2019). Dentre as ordens
do filo Basidomycota, a ordem Agaricales apresenta em seu ciclo de vida uma fase
sexual com producdo de uma estrutura reprodutiva, o basidioma, popularmente
conhecido como “cogumelo” (WARTCHOW, 2018). Os basidiomas podem apresentar
diversos formatos, como dimenséao, tonalidade, presenca de véu ou volva (HIBBETT
et al., 2014).

Fungos pertencentes a ordem Agaricales podem ser sapréfitos, parasitas,

patogénicos ou comestiveis (SCHMIDT-DANNERT, 2016). Estes sdo componentes
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essenciais da degradacdo de matérias organicas, fornecendo habitat e alimento para
muitos organismos, desempenhando um papel critico na funcdo dos ecossistemas
florestais (SPITELLER, 2015; SCHMIDT-DANNERT, 2016). Aléem disso, este grupo
vem recebendo atencéo especial de pesquisadores nos ultimos anos devido ao seu
uso potencial biotecnolégico (YASIN et al., 2019).

No Brasil, pais composto por varios biomas, os estudos realizados nessa area
ainda séo insuficientes. Este fato decorre, principalmente, pelo baixo investimento no
campo da micologia, e, também, pela escassez de especialistas nesta area (DA SILVA
et al., 2019). Atualmente, estdo registradas 924 espécies de Agaricales no Brasil
distribuidas em 139 géneros. Esses valores representam dados depositados em
herbérios, sendo aceitos pela base de dados da Flora do Brasil 2020, dessa forma,
nem todos estes estéo publicados em trabalhos cientificos (MAIA et al., 2015).

Dada a elevada importancia ecolégica e econdmica dos fungos, e que os dados
taxondmicos para Agaricales ainda sdo escassos, torna-se fundamental o
conhecimento das espécies ocorrentes nos biomas brasileiros para o aumento de
dados sobre diversidade bioldgica para o Brasil e para o mundo (OLIVEIRA, 2009; DA
SILVA et al., 2019), além de ser fundamental para o estabelecimento de planos de
conservagao e manejo da biodiversidade (SPITELLER, 2015).

Nesse sentido, 0 objetivo desta revisao sistematica foi analisar a diversidade e

distribuicdo de fungos Agaricales no Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
O presente estudo € uma revisao sistematica, baseada em Pereira e Galvao
(2014), seguindo 0s seguintes passos:

a) Pergunta de pesquisa: Quais sdo os Agaricales ocorrentes no Brasil?

b) Busca na literatura nas bases utilizadas: Scientific Electronic Library Online
(SCIELO), National Institute of Health (PUBMED), Science Direct, Google
Académico. Descritores: Agaricales Brazil e Agaricales in Brazilian biomes.

c) Foram incluidos no estudo, artigos nas linguas portuguesa e inglesa,
publicados até maio de 2019, bem como, artigos que atendessem aos
seguintes filtros: texto completo disponivel, localizacdo — Brasil. A quantidade

de artigos encontrados na busca esta apresentado na Tabela 1,
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d) Os critérios para exclusédo foram artigos duplicados (encontrados em mais de
uma base de busca), ndo contemplaram o objetivo da pesquisa e estudos
realizados fora do Brasil;

e) Extracdo dos dados: Foram selecionados 45 trabalhos, sendo vinte e um (21)
da Mata Atlantica, dez (10) da Caatinga, seis (6) sobre o bioma Amazonia, seis
(6) do Pampa, dois (2) do Cerrado e nenhum encontrado para Pantanal, sendo
estes utilizados nos resultados do presente estudo. Além dos artigos
selecionados, também foram utilizados outros trabalhos para elaboracéo da
introducéo e enriguecimento da discussao deste artigo;

f) Sintese dos dados: Os dados foram organizados em tabelas e descritos no
texto de acordo com o bioma brasileiro de ocorréncia;

g) Redacdao e discussédo dos resultados: A descricdo e discussao dos dados estédo

no tépico “Resultados e Discussao” que vem na sequéncia.

Tabela 1. Publicacdes sobre Agaricales ocorrentes no Brasil.

BASES TOTAL SELECIONADOS
GOOGLE ACADEMICO 362 20
SCIELO 23 20
PUBMED 38 2
SCIENCE DIRECT 203 3
TOTAL 626 45

3. RESULTADOS

Para o Brasil foram observados 45 trabalhos, sendo descritos 284 fungos
pertencentes a ordem Agaricales, distribuidos em 84 géneros e 26 familias (Figura 1).
O bioma Mata Atlantica apresentou o maior quantitativos de trabalhos sobre
Agaricales com 46,6%, seguido do bioma Caatinga com 22,2%, Amazonia e Pampa
com 13,3% cada e Cerrado com 4,6% dos trabalhos, e para o bioma Pantanal n&o foi
encontrado nenhum trabalho. Dentre os géneros relatados nos biomas brasileiros, foi
observada uma maior frequéncia dos géneros Agaricus (8,1%), Stropharia (4,6%),
Amanita (4,2%), Entoloma (3,5%), Hypholoma (2,8%), Psilocybe (2,1%), Crinipellis
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(1,4%), Deconica (1,4%), Pholiota (1,4%), Leratiomyces (0,7%), sendo estes relatados

pelo menos em dois biomas distintos.

Pantanal
Pampa
é Mata Atlantica - I - l
% Cerrado
Caatinga
Amazonia
30 40 50
Quantitativo de |dentificagdes
M Agaricus Il Crepidotus I Hygrocybes [ Mycena 1 Resinomycena
B Amanita B Crinipellis B hypholoma [ | Mycenastrum Wl Rugosospora
B Anthracophyllum Wl Crucibulum W Inocybes 5 Neopaxillus  mm  Schizophylium
B Armillaria B Cyptotrama = Inopilus 8 Nidularia Bl Setchelliogaster
B Baeospora I Cystolepiota W [accaria [ Nolanea B Stropharia
Bl Battarrea Bl Dactylosporine Il Lactarius 2 Nothopanus  mm Tetrapyrgos
Bl Camarophyllus W Deconica BN Lactocollybia [ Panaeolus B Tricholomopsis
Bl Chalciporus Il Descomyces : -'EG‘D’_Oga Bl Oudemansiella ™1 trichospilus
ili epista [0 Panellus 3
Bl Chlorophyllum [0 Eccilia BN Leratiomyces B P B Trogia
Bl Chondrostereum I Entoloma B eucoagaricus arasoia B Tubaria
Bl Clitocybes I Filoboletus WM Leucopaxillus W8 Pholiota B Tulostoma
I Collybia E5 Gymnopus WM Leococoprinus WM Pleurotus Bm Volvariella
B Heimiomyces W Limacella BN Pluteus .
. Conoeybes i B Macrolepiota W Porodisculus S Xeromphaling
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Figura 1. Diversidade de Agaricales descritos nos biomas do Brasil.

Os géneros descritos foram apresentados em gradientes de cores especificos para cada familia:
Agaricaceae gradiente rosa; Amanitaceae azul; Bolbitiaceae verde/amarelo; Boletaceae preto;
Cortinariaceae azul claro; Crepidotaceae azul turquesa; Entolomataceae bege; Eulophidae amarelo
claro; Hydnangiaceae violeta; Hygrophoraceae verde; Hymenogastraceae roxo claro; Inocybaceae
bordd; Marasmiaceae laranja; Meruliaceae roxo; Mycenaceae verde claro; Nidulariaceae lilas;
Physalacriaceae vermelho; Pleurotaceae verde escuro; Pluteaceae cinza; Polyporaceae rosa choque;
Psathyrellaceae verde turquesa; Russulaceae vermelho escuro; Schizophyllaceae amarelo escuro;
Strophariaceae azul marinho; Tricholomataceae marrom; Tubariaceae vermelho claro.

Para o No bioma Mata Atlantica houve 21 trabalhos relatando a diversidade de
Agaricales, com identificacdo de 215 fungos organizados em 62 géneros, sendo 0s
com maior ocorréncia Marasmius (9,7%), Lepiota (6,5%) e Agaricus (4,8%), conforme

Figura 2.
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Foram relatados como primeira ocorréncia 108 espécies, divididas em 13
familias: (35%) Agaricaceae: Agaricus cf. brunneostictus, A. cf. violaceosquamulosus,
A. junquitensis, A. nigrescentulus, A. parasilvaticus, A. purpurellus, A. sylvaticus, A.
singeri, A. trinitatensis; Coprinus pseudomicaceus; Lepiota cf. marriagei, L. cf.
murinocapitata, L. cf. phaeosticta, L. cf. subflavescens, L. cf. tepeitensis, L. epicharis,
L. erinana, L. parvannulata, L. subalba Kihner, L. subamanitiformis, L. subclypeolaria,
L. subisabellina; Macrolepiota bonaerensis, M. cyanolamellata, M. mastoidea, M.
sabulosa; Morganella sulcatostoma sp.; Rugosospora pseudorubiginosa;
Leucoagaricus barssii, L. cf. cinerascens, L. fuligineus, L. rubrotinctus, L. wychanskyi;
Leucocoprinus brunnescens, L. cf. longistriatus, L. sulphurellus, L. tenellus, L.
venezuelanus; (26%) Marasmiaceae: Anthracophyllum andinum; Crinipellis bisulcata,
C. cf. septotricha, C. eggersii; Hydropus sphaerospora, H. nodulisporus, H. rubroalba;
Lactocollybia epia; Marasmiellus paspali; Marasmius aff. pseudoniveus, M. allocystis,
M. bambusiniformis, M. bellus, M. cf. graminum, M. congregatus, M. dennisii, M.
ferrugineus, M. haematocephalus, M. helvolus, M. leoninus, M. musicola, M. niveus,
M. phaeus, M. rhyssophyllus, M. floriceps; Megacollybia rimosa; Nothopanus
eugrammus; Tetrapyrgos nigripes; (5,5%) Entolomataceae: Entoloma aripoanum; E.
tucuchense; Inopilus cystidiophorus, |. speciosus; Nolanea metalis, N. sipariana;
Pouzarella dysthales var. acystidiosa; (4,5%) Strophariaceae: Gymnopilus dryophilus,
G. johnstonii, G. neotropicus, G. omphalodes; Stropharia coelhoi; (4,5%) Mycenaceae:
Mycena deformis, M. globulispora, M. holoporphyra, M. oculisnymphae;
Resinomycena petarensis; (4,5%) Psathyrellaceae: Panaeolus campanulatus; P. cf.
fraxinophilus, P. pygmaea; Parasola plicatilis; Psathyrella araguana; (4,5%)
Pluteaceae: Pluteus cubensis, P. harrisii, P. haywardii, P. umbrinoalbidus; Volvariella
earlei; (3,5%) Amanitaceae: Amanita dulciodora, A. muscaria var. flavivolvata, A.
muscaria var. muscaria, A. viridissima sp.; (3,5%) Crepidotaceae: Capelari candidus,
Capelari sp.; Crepidotus apodus, C. flavus; (3,5%) Tricholomataceae: Collybia bakeri,
C. coracicolor; Leucopaxillus gracillimus; Trogia cantharelloide; (3%) Physalacriaceae:
Cyptotrama asprata; Dactylosporina steffenii; Oudemansiella canarii; (1%)
Cortinariaceae: Pyrrhoglossum cf. holocrocinum (1%) Inocybaceae: Tubaria cf.

dispersa.
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Figura 2. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Mata Atlantica — Brasil.
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No bioma Caatinga foram relatados dez trabalhos, sendo identificados 27
fungos da ordem Agaricales, distribuidos em 14 géneros. Os géneros mais frequentes
foram Coprinopsis (21,4%), Coprinellus (14,3%), Coprinus (14,3%), conforme
apresentado na Figura 3. Foram relatadas como primeira ocorréncia 15 novas
espécies: Agaricus stijvei, Amanita lippiae, Battarrea stevenii, Chlorophyllum hortense,
Coprinellus phaeoxanthus, Coprinus calyptratus, Cystolepiota seminuda, Entoloma
virescens, Inocybe lepidosparta, Lepiota plumbicolor, Leucocoprinus birnbaumii,
Leucocoprinus fragilissimus, Leucopaxillus gracillimus, Megacollybia rimosa e

Mycenastrum catimbauensis.

Agaricus spp.

Amanita lippiae
Chlorophyllum sp.
Conocybe siliginea
Coprinellus spp.
Coprinopsis spp.
Coprinus spp.
Cystolepiota sp.
Entoloma virescens
Inocybe lepidosparta
Leucopaxillus gracillimus
Megacollybia rimosa
Mycenastrum catimbauense

Géneros Identificados

T T
Q v ™ ©

Quantitativo de Indentificagdes

Figura 3. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Caatinga — Brasil.

No bioma Amazonia foram relatados seis trabalhos, sendo apresentados 87
fungos, pertencentes a 22 géneros. Os géneros mais frequentes foram Marasmius
(13,6%), Hygrocybe (10%), Gymnopus (9,1%) e Agaricus (9,1%), conforme
apresentado na Figura 2. Foram relatadas como primeira ocorréncia trés novas

espécies: Gymnopus atlanticus, G. talisiae e Trichopilus fasciculatus.
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Agaricus spp.
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Figura 4. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Amazonia.

Para o bioma Pampa foram descritos seis trabalhos, com identificacdo de 30
fungos pertencentes a ordem Agaricales, organizados em 10 géneros, sendo
identificados com maior frequéncia Amanita, Hypholoma, Psilocybe e Stropharia,
todos com 20%. As espécies descritas pela primeira vez foram: Amanita aliena e
Setchelliogaster tenuipes.

No bioma Cerrado foram relatados dois trabalhos, sendo identificados 12
fungos da ordem Agaricales, distribuidos em sete géneros. O género com maior
frequéncia foi Schizophyllum (42,9%) e os outros géneros tiveram apenas uma

ocorréncia, conforme a Figura 4.
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Chondrostereum coprosmae
Crucibulum laeve

Nidularia pulvinata

Panellus pusillus

Porodisculus pendulus
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Figura 5. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Cerrado — Brasil.

4. DISCUSSOES

Os biomas brasileiros abrigam uma porcao significativa da biodiversidade
mundial, constituindo importantes centros devido aos altos niveis de riqgueza de
espécies (ALEIXO et al., 2010; DA SILVA et al., 2019). Nesse sentido é observado
uma caréncia de estudos provavelmente relacionada a falta de incentivos e
pesquisadores capacitados, possibilitando que tanto a distribuicdo quanto a riqueza
dos fungos Agaricales estejam subamostradas (CARNEIRO et al., 2018). Uma vez
gue a ampla diversidade e espectro taxonémico exibido pelos Agaricales torna-os
especialmente interessante para estudos ecolégicos, bem como para biotecnologia
(ROSA; CAPELARI, 2009).

Dos 45 trabalhos selecionados 13,3% pertence ao bioma Amazodnia, com 87
fungos relatados. Os estudos foram realizados nos estados do Amapa, Amazonas,
Para, Rondbnia, Tocantins e Maranhao, e nenhum para o estado do Acre. Destacando
novamente a importancia de pesquisas locais, visto que a diversidade de fungos é
extremamente rica e amplamente distribuida entre todos os biomas (SOUZA,;
AGUIAR, 2004; SANTA-BRIGIDA et al., 2019). Evidéncias sugerem que a diversidade
de fungos é maior em regibes tropicais do que em regibes temperadas
(HAWKSWORTH, 2004; WARTCHOW et al.,, 2012). Dessa forma, a Amazbnia

Brasileira tem um papel importante na conservacdo da diversidade, consistindo na
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maior extensdo de floresta tropical Umida, caracterizada por uma alta riqueza de
espécies e altos indices de endemismo (COIMBRA et al., 2015).

No bioma da Caatinga, foram relatados 22,2% dos trabalhos no Brasil, sendo
identificados 27 fungos. Os estados em que realizaram os estudos foram Ceara, Minas
Gerais e Pernambuco. A Caatinga pertence a um bioma que ocorre exclusivamente
na regido semi-arida do nordeste brasileiro e apesar de passar por diversos
fendbmenos que ameacam a riqueza local, este bioma inclui varios tipos de vegetacdes
e unidades incluindo varias plantas endémicas (SOUZA; MENEZES; CAMARA
ARTIGAS, 2015; FERNADES; QUEIROZ, 2018). A diversidade fangica em
ecossistemas aridos e semiaridos pode ser considerada igual ou superior quando
comparada a de ambientes Umidos (CRUZ et al., 2009; BARBOSA et al., 2011).

No bioma do Cerrado, foram relatados apenas 4,4% dos trabalhos realizados
no Brasil, com identificagcdo de 12 fungos pertencentes a ordem Agaricales. Os
estudos foram realizados nos estados de S&o Paulo e Mato Grosso. O bioma Cerrado
€ caracterizado por grande diversidade, além de 638 espécies de fungos macro e
microscopicos (STRASSBURG et al., 2017). Todavia, cerca de 55% da sua area tem
sofrido perdas pelo desmatamento, principalmente para fins agricolas (MAIA et al.,
2015).

O bioma que relatou maior diversidade foi a Mata Atlantica, abrangendo 46,7%
dos trabalhos revisados, identificando uma rica diversidade de 215 fungos da ordem
Agaricales. Os estudos foram realizados nos estados da Bahia, Minas Gerais, Parana,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Sao Paulo. Corroborando com os dados levantados pela Flora do Brasil 2020 (2019),
até o ano de 2019 foram aceitos 924 espécies para o Brasil, pertencentes a 138
géneros, ao analisar o quantitativo de espécies por bioma, a Mata Atlantica apresenta
uma maior diversidade (56%). Em decorréncia da maior quantidade de especialistas
para realizacao de coletas (MAIA et al., 2015).

O bioma da Pampa abrangeu 13,3% dos estudos levantados no Brasil,
correspondendo a 30 fungos Agaricales. Os trabalhos foram realizados no Rio Grande
do Sul, estado que abrange 63% da area do bioma. Suas diversas classes e
propriedades do solo encontradas na regido estao intimamente relacionadas com a
biodiversidade na regido (ROESCH et al., 2009). O bioma do Pantanal ndo apresentou
trabalhos nesta andlise, sendo observado que mudancas no solo afetam diretamente
a comunidade de fungos (MERCANTE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018). Apesar do
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bioma Pantanal ser conhecido como uma zona Umida e responséavel pelo equilibrio do
sistema ecoldgico de toda a regido, estes sdo considerados como desconhecido
(MERCANTE et al., 2011).

Apesar da caréncia de pesquisas, em algumas regifes, que venham elucidar a
importante diversidade de Agaricales (SANTA-BRIGIDA et al., 2019). H& um
agravante presente em todos os biomas brasileiros, com relacdo as mudancas devido
a intensa degradacéo e destruicdo pelas atividades antropicas (TABARELLI et al.,
2010). Prejudicando muitas espécies de fungos, importantes para a diversidade do
ecossistema, e que muitas vezes néo chegaram a ser identificados (OLIVEIRA et al,
2018).

5. CONCLUSOES

O bioma Mata Atlantica apresentou maior diversidade, bem como maior
quantidade de novos relatos de fungos Agaricales. Os géneros que apresentaram
maiores frequéncias de ocorréncia no Brasil foram Agaricus, Stropharia e Amanita.
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