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RESUMO

POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO DO EXTRATO DE Leucopaxillus sp.
EM CAMUNDONGOS SWISS

Autor: Yara de Moura Magalhdes Lima
Orientador: Quintino Moura Dias Junior

A inflamagdo e a dor sdo processos biologicos protetivos desencadeados em muitas condigdes prejudiciais aos
organismos vivos. No entanto, seu tratamento convencional utilizando farmacos a longo prazo tém tornado
limitadas as terapias atuais. Neste contexto, os produtos naturais originados de fungos, possibilitam fontes
promissoras de moléculas biologicamente ativas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a propriedade anti-
inflamatoria e antinociceptiva do extrato alcodlico de Leucopaxillus sp (Ext.) em camundongos swiss. Para o
estudo foram coletados fungos Agaricales no Parque Zoobotanico da UFAC e na Fazenda Experimental Catuaba.
Os fungos foram identificados e isolados para produgdo do extrato alcodlico micelial. A andlise citotoxica dos
extratos foi realizada em células de hepatoblastoma humano (HepG2). Para avaliar as propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatorias do Ext. foi utilizado o teste da formalina 1% e carragenina 1%. O teste do
labirinto em cruz elevado foi empregado para verificar se o extrato alteraria as fungdes locomotoras dos
camundongos. Para a andlise estatistica usou-se o software Graphpad Prism versao 8.0.3. Total de 79 fungos
Agaricales foram coletados, dos quais 5 foram identificados, isolados e selecionados para a producdo do extrato.
O Ext. foi escolhido em virtude do melhor crescimento micelial e maior rendimento. O teste de citotoxicidade
em células HepG2 do Ext apresentou CCso de 54,9 pg/ml. As doses do extrato empregadas para os testes
comportamentais in vivo foram de 20, 100 e 200 pg/ml, que foi equivalente a ~0.5, 2 e 4 vezes a CCs,
respectivamente. Nos ensaios in vivo, a dose de 100 pg/ml do Ext., reduziu significativamente a intensidade e
duragdo da 2° fase de resposta nociceptiva induzida pela formalina 1%, mas nao foi efetivo na 1* fase de resposta
do teste, de modo similar ao Paracetamol. O Ext. também reduziu significativamente a intensidade e duragdo do
edema de pata induzida pela carragenina 1% na dose de 200 pg/ml. Por fim, o Ext. aumentou significativamente
a atividade locomotora dos animais na dose de 100 pg/ml, no teste do labirinto em cruz elevado, de modo similar
ao Diazepam. Mostrando pela primeira vez que Ext. apresenta significativa atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria. O efeito bioldgico observado indica que o Ext. atua inibindo mediadores pro-inflamatorios
induzidos na segunda fase do formalina e pela carragenina. Também pode estar associado a a¢do de um ou mais
componentes bioativos encontrados nos fungos Agaricales tais como polissacarideos, acidos graxos, acidos
fendlicos, esteroides, terpenos. Estudos adicionais serdo necessarios para identificar as moléculas bioativas e
seus respectivos mecanismos farmacoldgicos. Portanto, o presente estudo abre a possibilidade de exploragdo de
fungos Leucopaxillus sp como fontes para bioprospec¢do de produtos com aplicacdo antinociceptiva e anti-
inflamatdria.

Palavras-chave: Fungos Agaricales; Anti-inflamatério; Antinociceptivo; Efeito sedativo.



ABSTRACT

ANTI-INFLAMMATORY AND ANTINOCICEPTIVE POTENTIAL OF Leucopaxillus sp. IN SWISS
MICE

Author: Yara de Moura Magalhdes Lima
Advisor: Quintino Moura Dias Junior

Inflammation and pain are protective biological processes triggered in many conditions that are harmful to living
organisms. However, its conventional treatment using drugs over the long term has limited current therapies. In
this context, natural products originating from fungi, provide promising sources of biologically active molecules.
The aim of this work was to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive properties of the alcoholic
extract of Leucopaxillus sp (Ext.) In Swiss mice. For the study, Agarical fungi were collected at the Zoobotanic
Park of UFAC and at Fazenda Experimental Catuaba. The fungi were identified and isolated for the production
of the mycelial alcoholic extract. The cytotoxic analysis of the extracts was performed on human hepatoblastoma
(HepG2) cells. To evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory properties of Ext., The formalin 1% and
carrageenan 1% test was used. The elevated plus-maze test was used to verify whether the extract would alter the
locomotor functions of the mice. For statistical analysis, Graphpad Prism software version 8.0.3 was used. A
total of 79 Agarical fungi were collected, of which 5 were identified, isolated and selected for the production of
the extract. Ext. Was chosen due to the better mycelial growth and higher yield. The cytotoxicity test on Ext
HepG2 cells showed a CC50 of 54.9 pg / ml. The extract doses used for in vivo behavioral tests were 20, 100
and 200 pg / ml, which was equivalent to ~ 0.5, 2 and 4 times the CC50, respectively. In in vivo tests, the dose
of 100 pg/ ml of Ext., Significantly reduced the intensity and duration of the 2nd phase of nociceptive response
induced by formalin 1%, but was not effective in the 1st phase of the test response, similarly to the Paracetamol.
Ext. Also significantly reduced the intensity and duration of paw edema induced by carrageenan 1% at a dose of
200 ng / ml. Finally, Ext. Significantly increased the locomotor activity of the animals at a dose of 100 pg / ml,
in the elevated plus-maze test, similarly to Diazepam. Showing for the first time that Ext. Has significant
antinociceptive and anti-inflammatory activity. The observed biological effect indicates that Ext. Acts by
inhibiting pro-inflammatory mediators induced in the second phase of formalin and carrageenan. It can also be
associated with the action of one or more bioactive components found in Agarical fungi such as polysaccharides,
fatty acids, phenolic acids, steroids, terpenes. Additional studies will be needed to identify the bioactive
molecules and their respective pharmacological mechanisms. Therefore, the present study opens the possibility
of exploring Leucopaxillus sp fungi as sources for bioprospecting products with antinociceptive and anti-
inflammatory application.

Keywords: Agarical fungi; Anti-inflammatory; Antinociceptive; Sedative effect.
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1. INTRODUCAO

A reacdo inflamatoria € um processo bioldgico protetivo desencadeado em quase todas
as condi¢des prejudiciais aos organismos vivos, especialmente em humanos. Traumas, lesdes
térmicas, infec¢des, isquemias, reagcdes imunologicas a agentes externos e processos
autoimunes sdo acompanhados, em maior ou menor grau, de reagdes inflamatorias (HINZ;
BRUNE, 2002). Neste sentido, a resposta inflamatoria aguda esta ligada aos processos
biolégicos para protecdo tecidual e de reparo quando o tecido se encontra danificado
(ROCHA et al., 2007).

Por outro lado, quando a resposta inflamatoéria ndo ¢ capaz de restabelecer o
funcionamento normal do tecido pode se tornar um processo cronico, prejudicial e sem papel
protetivo ao organismo, possibilitando o desenvolvimento de algumas doengas e disturbios
complexos como as doengas autoimunes ¢ cardiovasculares, sindrome metabdlica e processos
neurodegenerativos (MEDZHITOV, 2008; MURAKAMI; HIRANO, 2012).

A inflamac¢do se manifesta clinicamente através de sinais cardinais caracteristicos tais
como dor, calor, eritema, edema ¢ limitagdo funcional (ONO et al., 2017). Um dos sinais
tipicos da reacdo inflamatoria ¢ a dor, caracterizada por ser uma experiéncia
multidimensional, subjetiva, envolvendo mecanismos sensoriais e emocionais desagradaveis
(TEIXEIRA et al.,, 2016). A dor, assim como a inflamag3o, tem papel protetivo aos
organismos, sinalizando a ocorréncia de um potencial evento (RAJA, 2015).

No entanto, a dor pode se tornar um processo duradouro e prejudicial, resultando em
situacdes criticas ao paciente, como o estresse ¢ a perda da capacidade de executar atividades
cotidianas. Tal situac@o leva ao comprometimento da qualidade de vida e, consequentemente,
elevado consumo de medicamentos, tornando o paciente suscetivel as inumeras reagdes
adversas atribuidas ao seu uso em longo prazo (SCHAEFE et al., 2014; RAJA, 2015; RAZIQ

et al., 2016).
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Com mais de 1,5 bilhdes de doentes que sofrem de diversas condi¢des dolorosas,
especialmente cronicas, o tratamento € o manejo da dor configuram-se como um importante
desafio em satde publica (SREEKEESOON et al., 2014). A abordagem terapfutica mais
comum para tratamento da dor e a inflamagdo envolve o uso de farmacos anti-inflamatorios
ndo esteroidais, como aspirina ou ibuprofeno, bem como com o uso de opioides analgésicos,
incluindo morfina (MCGETTIGAN; HENRY, 2013; ELSESSER; CEGLA, 2017).

Apesar da eficacia reconhecida para as condi¢des dolorosas, os analgésicos opioides e
os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) estdo associados a varias reagdes adversas. Os
AINES podem desenvolver suscetibilidade a lesdes, ulceragdo, sangramento e toxicidade
(BATLOUNI, 2010; DA SILVA, et al. 2014; SILVA et al., 2019). Os opioides podem
apresentar reagdes adversas como dependéncia quimica, depressdo respiratoria ¢ alteragdes
hormonais (KRAYCHETE, et al. 2014).

Dessa forma, as reagdes adversas decorrentes da utilizagdo em longo prazo dos
farmacos convencionais para tratamento da dor e inflamacdo tém tornado limitadas as terapias
atuais para estas condicdes. Nesse sentido, torna-se essencial buscar novas alternativas
terapéuticas, especialmente farmacoldgicas, que proporcionem maior seguranga e eficacia, e
menos incidéncia de reacdes adversas, durante o tratamento da dor e inflamacao (BOURINET
et al., 2005).

Neste contexto, os produtos naturais aparecem como fontes promissoras de moléculas
biologicamente ativas contra a dor e a inflamac¢do (PETROVSKA, 2012). O Brasil se destaca
pela grande diversidade bioldgica, com potencial para a produgdo de novos farmacos
(SOUSA et al., 2018). E, embora a grande parte da diversidade mundial esteja concentrada na
regido Amazodnica, pouco dela foi explorada para a descoberta destes compostos. Assim, o
investimento na pesquisa deste ambito ¢ uma estratégia na descoberta de bioativos (SANTOS

et al., 2014).

14



Dentre as fontes amazonicas de produtos naturais ricas em novas biomoléculas e que
ainda foram pouco exploradas sdo os fungos (ALONSO et al., 2010). E dentre estes, os
fungos da ordem Agaricales, popularmente conhecidos como cogumelos, tém se tornado fonte
de exploracdo para a identificacdo de suas propriedades farmacologicas, especialmente
imunomoduladoras, antitumorais, antimicrobianas, entre outros (ZHANG et al., 2007,
WASSER, 2010).

Estima-se que estdo presentes na Floresta Amazonica Brasileira aproximadamente
1.051 espécies de fungos, contudo ¢ perceptivel que o conhecimento da sua diversidade ainda
¢ insuficiente (SANTOS, 2014; SOARES et al, 2014). Até entdo 133 espécies de Agaricales
foram relatados na mesma regido, mas nenhum trabalho foi desenvolvido no estado do Acre.
A baixa exploracdo pode estar relacionada a baixa quantidade de fungos Agaricales ja
identificados na biodiversidade brasileira. De fato, num montante de 45 referéncias sobre
diversidade brasileira de Agaricales, ¢ relatado apenas 284 fungos pertencentes a esta ordem,
sedo 46,6% pertencentes ao bioma Mata Atlantica, 13,3% a Amazodnia, ¢ nenhum na regido
do Acre (LIMA et al., 2019).

Com relacdo ao género Leucopaxillus e sua aplicacdo em testes de inflamacdo e dor,
este trabalho € pioneiro e pode trazer importantes contribuigdes farmacologicas (FLORA DO
BRASIL, 2019). O género Leucopaxillus, pertencente a ordem Agaricales, ainda tem sido
pouco explorado no Brasil. Todavia, diversos estudos mostram seu potencial antiproliferativo,
antioxidante e antimicrobiano. No entanto, nenhum estudo avaliou suas propriedades anti-
inflamatorias e antinociceptivas. Portanto, devido a necessidade de terapias complementares
para o tratamento da inflamacdo e dor, este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial anti-

inflamatorio e antinociceptivo do extrato alcodlico de Leucopaxillus em camundongos swiss.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. INFLAMACAO

A inflamagdo ¢ uma resposta de defesa do organismo desencadeada frente a presenca
de estimulos endogenos e exdgenos potencialmente danosos, tais como microrganismos,
agentes fisicos, quimicos, necrose tecidual ou reagdes imunologicas (SILVA et al., 2014).
Nesse sentido, a inflamacdo se desenvolve com objetivo de eliminar o agente nocivo e
reestabelecer a homeostasia local, constituindo-se dessa forma como uma resposta de defesa
benéfica ao organismo (SERHAN, 2004, DE PAULO et al., 2017). A resposta inflamatéria
com papel protetivo ¢ também conhecida como resposta inflamatdria aguda, fisiologica ou de
curta duracdo. Por outro lado, a resposta inflamatoria pode se tornar prejudicial ao organismo
especialmente quando persiste por muito tempo, causando degeneracdo tecidual e fibrose
(FRANCESCHI; CAMPISI, 2014; RAJESH, A et al., 2014).

O processo inflamatorio € caracterizado pela presenga dos sinais cardinais calor, rubor,
edema, dor e perda de fungdo. Neste processo, o calor e rubor sdo resultantes de um aumento
da circulacdo (hiperemia) na area inflamada. A formacao do edema ¢ decorrente do aumento
da permeabilidade vascular e a dor ¢ causada pela ativagdo de terminagdes nervosas livres
chamadas de nociceptores. Ja a perda de funcdo da area inflamada ¢ uma incapacitacdo
resultante diretamente da manifestacdo dos sinais cardinais do processo inflamatorio,
especialmente edema e dor (LUENGO et al., 2005; MEDZHITOV, 2008; DUARTE et al.,
2016).

Os principais componentes envolvidos no desenvolvimento e manutengdo da resposta
inflamatoria sdo o componente vascular e o celular que participam deste processo de forma
interdependente (KUMAR et al., 2004; MEDZHITOV, 2010). O componente vascular,

formado pelos vasos sanguineos, participa de processos como migragdo celular e de
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mediadores inflamatorios de origem plasmatica para o local do processo inflamatorio. No
local da inflamagdo os vasos sofrem dilatacdo, com consequente aumento do fluxo sanguineo
no local, e aumento da permeabilidade vascular, causando a exsudagdo plasmatica. Ja o
componente celular ¢ composto por leucdcitos e células residentes, tais como neutrofilos,
basofilos, mastocitos, eosinodfilos, macrofagos, células dendriticas e epiteliais, que quando
ativadas se concentram no local da inflamagao (LUENGO et al., 2005; SZADE et al., 2015).

O inicio da resposta inflamatoéria ocorre quando o componente celular, especialmente
células do sistema fagocitario (mondcitos circulantes e macrofagos residentes), reconhecem
um estimulo inflamatorio. Este reconhecimento do estimulo inflamatorio, por sua vez, ativam
as vias da ciclooxigenase e lipoxigenase, responsaveis por secretarem diversos mediadores
pro-inflamatorios (Figura 1), tais como a prostaglandinas (PG), prostaciclinas (PGI),
tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), 5-hidroxieicosatetranoico (5S-HETE) e lipoxinas (LX)
(KUMAR et al., 2004).

A ciclooxigenase possui trés principais isoformas, a ciclooxigenase-1 (COX-1)
responsavel pela citoprote¢do da mucosa gastrointestinal e, sob condi¢des fisiologicas, produz
prostaglandinas necessarias a modulacdo das fun¢des gastrintestinais, renais e a homeostase
vascular (BATLOUNI, 2010; SILVA et al., 2019). A ciclooxigenase-2 (COX-2) induzida em
células inflamatérias, quando elas s@o ativadas, ¢ responsavel pela producdo dos mediadores
pro-inflamatérios e manutengdo das fungdes fisiologicas cardiovasculares e renovasculares.
A ciclooxigenase-3 (COX-3) variante da ciclooxigenase-1, expressa no cérebro e coragdo, e
apresenta a mesma sequéncia de aminoacidos da COX-1 (BATLOUNI, 2010; DA SILVA, et

al. 2014; SILVA et al., 2019).
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Figura 1. Metabolismo do Acido Araquidénico e Inflamagio
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Outros mediadores pro-inflamatorios também sdo liberados adicionalmente no local da
inflamacdo tais como histamina (agindo sobre receptores HI1), Fator de Agregacdo
Plaquetaria, Bradicinina, taquicininas, interleucinas 1 (IL-1p), interleucinas 6 (IL-6), Fator
de Necrose Tumoral a (TNF-a), interleucina 17, interferon gama (IFNY’), anafilatoxinas e as
proteases plasmina e tripsina. Em paralelo, o processo inflamatorio pode ser endogenamente
regulado por mediadores anti-inflamatorios tais como a histamina (agindo sobre receptores
H2), prostaglandinas e tromboxanos A2, lipoxinas, resolvinas D e E, neuroproteinas,
acetilcolina, interleucina 10 (IL-10), Fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-B),
antiproteases  ol-antitripsina e  o2-acroglobulina, glicocorticoides e  endorfinas
(NOURSHARGH et al., 2010; BANCHEREAU et al., 2012).

Grande parte desses mediadores s@o liberados pelos macrofagos e sdo responsaveis
por eventos vasculares tais como a expressdo das selectinas e integrinas nas células do
endotélio vascular e de leucocitos, promovendo os processos de rolagem e adesdo,
respectivamente, dos leucocitos para o local da inflamagdo (Figura 2) (SHERWOOD;

TOLIVER-KINSKY, 2004; NOURSHARGH et al., 2010).

Figura 2. Migracdo de leucocitos

Vaso sanguineo

Marginagao ~
dos leucdcitos

Seletinas
(rolamento)

Integrinas
(adeséo)

Tecido

&

Célula endotelial

Para alcangar o foco inflamatorio, os leucdcitos da corrente sanguinea sdo ativados e realizam o processo de
rolamento, adesdo e diapedese. Uma vez atingido o local da inflamag@o, estes juntamente com outras células
fagocitam e destroem o agente causador. Fonte: Autoria propria.
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Com a migracdo dos leucocitos, mais mediadores pro-inflamatérios e anti-
inflamatorios sdo produzidos e liberados no local da inflamagdo. Nesse sentindo, os
mediadores devem ser liberados no momento certo para que os fendmenos subsequentes
atinjam o objetivo de defesa (eliminag@o ou contencdo da agressdo) e de reparo (regeneracao
ou cicatrizagdo), havendo uma cronologia adequada para que os mecanismos pro-
inflamatorios antecedam os anti-inflamatorios, possibilitando que a inflamagdo acontega e
seja resolvida ou terminada (BANCHEREAU et al., 2012; TURNER et al., 2014).

As PGs e os LTs sao potentes mediadores inflamatorios derivados do metabolismo do
acido araquidonico (AA) pelos sistemas enzimaticos ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase
(LOX), respectivamente (ROCHA et al., 2007). Estes mediadores participam de diversos
processos bioldgicos tais como regulacdo vascular, modulacdo das fungdes neuronais e renais,
o processo de ovulagdo, a protecdo da mucosa gastrica, a dor e inflamacdo (ROCHA et al.,
2007; WALLACE, 2008). A PGE», uma PG gerada pela reagdo de metaboliza¢dao do AA pela
PGE sintase de membrana-1, ¢ responsavel pelo estabelecimento dos principais sinais
cardinais da inflamagdo, dentre eles a dor (AOKI; NARUMIYA, 2012; SYKES et al., 2014)
através da ativagdo de receptores tais como EPi, EP2, EP; e EP4 localizados nos nociceptores
(KOBAYASHI et al., 2002).

Outro mediador inflamatorio liberado no local da inflamagdo é o LT chamados de
cisteinil leucotrienos (LTCs, LTDs e LTE4) responsaveis por causar vasoconstri¢io,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (YOKOMIZO, 2014). Ja o leucotrieno
B4 (LTB4) ¢ um mediador anti-inflamatério, o qual ativa os leucdcitos, responsaveis por
produzir e liberar citocinas como a IL-10 e o TGF-B, que interagem mediando a resposta
inflamatoria através da inibicdo da ativacdo de macréfagos e a sintese de citocinas pro-
inflamatérias (OKE; TRACEY, 2009; YOKOMIZO, 2011). O Quadro 1 mostra os

mediadores mais comuns da inflamagdo atuando na vasodilatacdo, no aumento da
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permeabilidade vascular, quimiotaxia, na febre, dor e lesdo tecidual (COTRAN et al., 2000;

SYKES et al., 2014).

Quadro 1. Mediadores inflamatérios e sinais cardinais da inflamacao

Mediadores Sinais Cardinais

Prostaglandinas; Oxido nitrico Vasodilatacao

Aminas vasoativas; C3a e C5a; Bradicinina; Leucotrienos Aumento da permeabilidade

Ca, D4, E4. FAP; Substancia P vascular
C5a; Leucotrienos B4, Quimiocinas; Quimiotaxia, ativacdo dos
Produtos bacterianos leucocitos
IL-1; IL-6; TNFa; Prostaglandinas Febre
Prostaglandinas; Bradicinina Dor

Enzimas lisossomicas dos neutrofilos e macrofagos; 3 ]
Lesdo tecidual

Metabblitos do oxigénio; Oxido nitrico

Fonte: Adaptado de COTRAN, BARBOSA E VOEUX, 2000.

O processo inflamatdrio pode ser experimentalmente reproduzido em modelos in vivo
empregando roedores, especialmente ratos e camundongos. Um dos modelos mais
amplamente empregados para estudo do processo inflamatdrio agudo é o teste da carragenina
desenvolvida na década de 60 por Winter e colaboradores (1962). A carragenina, ao ser
inoculada na pata do roedor induz processo inflamatorio associado com formagdo de exsudato
rico em proteinas e neutrofilia local, com expressiva formagao de edema local. A carragenina
¢ um mucopolissacarideo sulfatado extraido das paredes celulares de algas vermelhas
(Chondrus crispus, Gigartina stellata e Rhodymenia palmata) da ordem Gigartinales.
Estruturalmente, a carragenina compde um grupo complexo de polissacarideos feitos de
repetidos monomeros de galactose e sdo de 3 tipos: lambda, kappa e iota (WINTER et al.,
1962).

A resposta inflamatoria induzida pela carragenina pode ser dividida em trés fases

bioquimicamente distintas. Na primeira fase do processo (primeira hora), caracteriza-se pelo
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significativo aumento da permeabilidade vascular mediada por histamina e serotonina, que
podem atuar em combinacgdo. Na segunda fase (segunda hora), é caracterizada pela presenca
significativa de cininas responsavel pela vasodilatacdo. Na terceira fase (terceira hora)
observa-se o pico de formagdo do edema, caracterizado pela agdo das prostaglandinas sobre a
permeabilidade vascular (DI ROSA et al., 1971a; DI ROSA et al., 1971b; KENNE; RENNE,

2014).

2.2. DOR

No Brasil, estima-se que cerca de 50 milhdes de pessoas queixam-se de algum tipo de
dor (FORNI et al., 2012). A sua prevaléncia tem variado de 29,3% a 73,3%, ¢ o local mais
prevalente das queixas tem sido a regido dorsal/lombar. No entanto, ha uma caréncia de
estimativa precisa, uma vez que as pesquisas refletem dados regionais (VASCONCELOS;
ARAUIJO, 2018). Segundo Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode
ser definida como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradaveis, associada a dano
potencial ou real, ou em termos que sugerem tal dano” (MIRANDA et al., 2016).

Dessa forma, a dor compreende uma experiéncia complexa e subjetiva, pois, envolve
ndo so a codificagdo e processamento neural de estimulos nocivos, denominado nocicepgao,
como também por componentes cognitivos, afetivos e emocionais (SCHAIBLE; RICHTER,
2004; NEUGEBAUER et al., 2009; QUEIROZ et al., 2015). Portanto, em condigdes
fisiologicas a dor ¢ gerada de forma a alertar ao corpo da existéncia de lesdes potenciais ou
reais. Além disso, a dor é capaz de gerar respostas comportamentais frente a exposi¢do a
estimulos danosos a fim de prevenir ou minimizar danos teciduais (ALVAREZ; SASSO,
2011; QUEIROZ et al., 2015).

Embora ndo consensual, o uso do termo dor para caracterizar as respostas

comportamentais observadas em animais enquanto estes sdo submetidos a estimulagdes

22



nocivas tem sido questionada por alguns autores. Tendo em vista a nossa incapacidade de
mensurar os aspectos motivacional afetivo e cognitivo dos animais. Nesse sentido, o termo
dor ¢ mais apropriado para determinar a sensag@o e percepc¢ao do estimulo nocivo apenas em
seres humanos. Desta maneira, adequou-se a utiliza¢do do termo nocicep¢ao, para caracterizar
a reagdo do animal a estimulos nocivos em modelos para estudo da dor (LOESER;
MELZACK, 1999; DE OLIVEIRA ALVES et al., 2017).

A nocicepgao ¢ gerada por terminagdes nervosas livres, ou nociceptores, de neurdnios
de pequeno calibre denominados de neuronios aferentes primarios (NAPs). O nociceptor
normalmente apresenta elevado limiar de ativacdo, ou seja, responde a estimulos
potencialmente nocivos (JULIUS; BASBAUM, 2001). Ao serem ativados, os nociceptores
geram impulsos elétricos que sdo conduzidos até a medula espinal através de NAPs (YAKSH;
HAMMOND, 1982; KLAUMANN et al., 2008). Os NAPs sao classificados em 3 tipos: A,
Ad e C, que se diferem quanto a sua estrutura, didmetro e velocidade de conducdo (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

As fibras AP sdo de grande calibre e altamente mielinizadas, responsaveis pela
conducdo de estimulos ndo nocivos, exceto em condigdes patologicas. As fibras Ad sdo pouco
mielinizadas, menores em didmetro e mais lenta que AP, respondendo a estimulos térmicos ¢
mecanicos nocivos (dor rapida ou primeira dor). Por fim, as fibras C sdo pequenas ¢ médias,
amielinizadas e de condugao lenta, detectando estimulos dolorosos (dor lenta ou segunda dor),
com terminagdes sensiveis a estimulos térmicos, mecanicos € quimicos como serotonina e
histamina. Logo, as fibras Ad e C sdo consideradas as NAPs mais relevantes na dor aguda e
persistente, enquanto que as NAPs do tipo AP tenha importdncia em condigdes de dor
patolégica (MILLAN, 1999; HUCHO,; LEVINE, 2007; KLAUMANN et al., 2008;

BASBAUM et al., 2009).
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Dessa forma, a informacdo nociceptiva ¢ transmitida pelos NAP, para diferentes
regides da medula espinal, especialmente as ldminas de Rexed, onde sdo feitas sinapses com
neurdnios denominados de 2* ordem (CASTRO LOPEZ, 2003; KLAUMANN et al., 2008).
Os neurdnios de 2* ordem podem ser classificados, eletrofisiologicamente, em 3 tipos:
Neurdnios nociceptivos especificos, ativados apenas por estimulos de alta intensidade; Faixa
dindmica ampla, ativados por estimulos de alta e baixa intensidade; nao nociceptivos, ativados
por estimulos de baixa intensidade (CASTRO LOPEZ, 2003). Os neurénios de 2* ordem
retransmitem a informacdo nociceptiva através de seus axoOnios que se projetam para
estruturas supre espinais do sistema nervoso central, tais como o talamo, apds decussarem a
medula espinal (ALMEIDA et al., 2004; MARCHAND, 2008).

O talamo ¢é considerado como estrutura responsavel por retransmitir as informagdes
sensoriais, para diferentes areas do SNC, até o cortex somatosensorial, por meio do neurénio
de 3* ordem. E no cortex somatosensorial que a informagio nociceptiva ¢ discriminada,
descrita e interpretada/percebida como dor. Além disso, o trato espinotaldmico igualmente se
conecta com regides do sistema nervoso envolvidos com a geracdo dos aspectos
motivacionais da dor, tal como a substincia cinzenta periaquedutal, hipotalamo e septo
(NAIDU; PHAM, 2015; KLAUMANN et al., 2008).

A informacdo nociceptiva que ativa estruturas do SNC, igualmente podem ativar as
redes ou sistemas neuronais descendentes, os quais estdo envolvidos com o controle endégeno
da nocicepgdo. Dessa forma, tem sido evidenciado experimentalmente que estimulagdo
elétrica em discretas areas do SNC ocasiona na ativacdo de vias neuronais que se projetam
para a medula espinal gerando antinocicepcao (MAYER et al., 1971; TEIXEIRA, 2001).

As diferentes areas envolvidas nesses sistemas descendentes de controle da dor sdo a
substancia cinzenta pereaquedutal ou PAG (MAYER et al., 1971), ntcleo magno da rafe

(PROUDFIT; ANDERSON, 1975), nucleo reticular paragigantocelular (AKAIKE et al.,
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1978), cerebelo (SIEGEL; WEPSIC, 1974), tdlamo ventrobasal (HOSOBUCHI et al., 1973),
ntcleo pretectal anterior ou NPtA (ROBERTS; REES, 1986), regido pontina parabraquial
(DESALLES et al., 1985) e nucleo pedunculopontino tegmental ou NPPTg (DIAS et al.,
2009). Tais estruturas, quando ativadas, inibem de maneira seletiva a resposta nociceptiva
sem, no entanto, mudar o estado de alerta a estimulos ambientais (BONICA et al., 1999).

A dor pode ser classificada sobre diferentes perspectivas. Do ponto de vista temporal,
pode ser classificada como aguda ou cronica. A dor aguda ¢ definida como a dor de inicio
subito e de duracdo normalmente curta. Este tipo de dor ¢ comumente bem caracteristica e
possui correlacdo causal com lesdo ou doenga que a gera (DE OLIVEIRA ALVES et al.,
2017). Por outro lado, a dor cronica pode perpetuar-se por meses ou anos, 0 que muitas vezes
dificulta o seu tratamento. Além disso, a dor cronica apresenta carater patologico pois muitas
vezes nao apresenta relacdo causal com eventos lesivos em curso, apesar de normalmente ser
consequéncia de danos ou lesdes teciduais, tal como o tecidos do sistema nervoso, levando a
condi¢des como a dor neuropatica (KLAUMANN et al., 2008; GRIMM et al., 2015).

Do ponto de vista fisiopatologico a dor pode ser classificada em nociceptiva e
neuropatica (SALTER, 2005; ALVAREZ; SASSO, 2011). A dor nociceptiva ¢ o tipo de dor
que se desenvolve em resposta a diferentes tipos de estimulos nocivos (tal como estimulos
fisicos, térmicos ou quimicos) aplicados sobre os nociceptores. Além disso, a dor nociceptiva
pode ser do tipo somatica quando gerada na pele, ossos ou musculos, ¢ do tipo visceral,
quando originada em 6rgdos abdominais e toracicos, acompanhada de inflamacdo, (p. ex.,
pos-operatoria e queimadura) (KLAUMANN et al., 2008; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010;
SIKKA et al., 2015). A dor neuropatica, por sua vez, ¢ consequéncia de lesdo no SNC ou
periférico, manifestando-se sem lesdes teciduais aparentes, sendo enquadrada como um tipo

de dor cronica ou patologica (NOGUCHI; OKUBO, 2011; MIRANDA et al., 2016).
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A dor pode ser experimentalmente estudada empregando diversos modelos animais
que mimetizam condigdes observadas em seres humanos. Um destes testes ¢ o teste da
formalina, descrita inicialmente por Hunskaar e Hole (1987). Este teste ¢ largamente utilizado
para o estudo da fisiopatologia da dor e como modelo para descoberta de novos analgésicos.
Em roedores, a injecdo subcutanea de formalina produz manifestacdo, normalmente motoras,
associadas diretamente a intensidade e duracdo de uma resposta nociceptiva (HUNSKAAR;
HOLE, 1987; BAGGIO et al., 2010).

O modelo ¢ caracterizado pela manifestacdo comportamental bifdsica apos a injecao
de formalina. A primeira fase, que se desenvolve 5-10 minutos apos a inje¢do de formalina,
esta relacionada ao desenvolvimento de resposta nociceptiva neurogénica em decorréncia da
estimulagdo quimica direta dos NAPs do tipo C e Ad, bem como a a¢do de aminoacidos
excitatorios (ex.: glutamato), oxido nitrico e substdncia P. J4 a segunda fase, que se
desenvolve durante um intervalo de 20 a 50 minutos pos-injecdo de formalina, esta
relacionada com o desenvolvimento de um processo inflamatério onde ocorre liberagdo de
mediadores pro-inflamatorios, como bradicinina, PGs e serotonina. Entre as duas fases, num
intervalo de 10 -15 minutos pos-injecao de formalina, observa-se silenciamento momentaneo
das respostas comportamentais nociceptivas que estd associada especialmente a acdo de
mecanismos inibitorios descendentes da nocicep¢do (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TJIOLSEN

etal., 1992).

2.3. FUNGOS AGARICALES

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotroficos e com reproducdo sexuada e/ou
assexuada, pertencentes ao reino Fungi e sdo imprescindiveis para o funcionamento dos
ecossistemas terrestres (ALFREDO, 2012). O reino Fungi possui caracteristicas morfologicas

(macroscopico, microscopico e ultramicroscopico), sendo constituido pelos filos
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Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota (HIBBETT et al., 2007;
ALFREDO, 2012). O filo Basidiomycota ¢ um grande grupo de fungos macroscopicos, com
cerca de 23.000 espécies, caracterizados por produzirem esporos sexuais, denominados
basidioésporos. No entanto, ndo sdo todos os grupos que apresentam basidioma em formato de
cogumelo, somente os pertencentes a classe Agaricomycetes (SANTOS, 2015).

A ordem Agaricales, pertencente a classe Agaricomycetes, possui uma grande
diversidade e variedade quanto a forma, tamanho e coloragdo, incluindo espécies comestiveis
e toxicas (KIRK et al., 2008). As hifas destes fungos modificam-se originando pseudo-
tecidos, os quais se diferem em pileo, estipete, lamelas, anel e volva (Figura 3)
(GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998; OLIVEIRA, 2014).

Figura 3. [lustragdo esquematica das estruturas gerais de fungos Agaricales

Pileo

Fonte: Autoria propria

No Brasil, os fungos da ordem Agaricales, apresentam uma diversidade de 924
espécies, de acordo com o levantamento da Flora do Brasil, sendo a maior parte desta
diversidade concentrada na regido Amazonica (SILVA, 2010; FLORA DO BRASIL, 2019).

O clima quente e umido da Amazbénia ¢ favoravel para a abundincia de linhagens
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microbianas, especialmente os fungos que se mostraram com grande eficiéncia neste héabitat

(PUTZKE; PUTZKE, 2004; CONDE et al., 2017).

2.3.1. Fungos basidiomicetos e o potencial biotecnoldgico

Os fungos sdo reconhecidos por possuirem constituintes quimicos com propriedades
nutracéuticas e farmacologicas. Essas propriedas bioldgicas estdo associadas especialmente a
fatores como o tipo de fungo, condi¢Ges de cultivo e frutificacdo, estagio de desenvolvimento,
idade do fungo fresco, condigdes de armazenamento e processamento (GUILLAMON et al.,
2010; MORRIS et al., 2017).

Os Basidiomicetos podem conter metabolitos da classe dos terpenos, esteroides,
antraquinonas, peptideos, proteinas e polissacarideos (GAO et al., 2017; YASIN et al., 2019).
Essa diversidade de constituintes explica as diversas propriedades biologicas ja descritais tais
como antioxidante (UM et al., 2012; YAN et al., 2019), antineoplasica (ELKHATEEB et al.,
2018), antiparasitaria (ADAMS et al., 2010), antiviral (ADOTEY et al., 2011; DUDKA et al.,
2015), anti-inflamatoria (RUTHES et al., 2013; CASTRO et al., 2014), antidiabética
(STOJKOVIC et al., 2019) e acdo sobre o sistema cardiovascular (GUILLAMON, 2010).

A propriedade anti-inflamatdria e anti-nociceptiva de extratos e componentes isolados
de diversas espécies de Basidiomicetos Agaricales ja foram evidenciados em diversos
estudos (Quadro 2; SILVESTRE et al., 2019). O efeito antinociceptivo foi confirmado pelo
isolado B-D-glucano (GHW-PN), obtido do cogumelo comestivel Pholiota nameko, contra a
nocicep¢ao induzida por formalina in vivo. O pré-tratamento intraperitoneal com o GHW-PN
em todas as doses testadas (0,3, 1,0 e 3,0 mg kg) reduziu significativamente a segunda fase da
resposta nociceptiva ligada a resposta inflamatéria em 24,8% (136,4 = 21,0 s), 56,9% (83 +
13,6 s) e 82,3% (32,75 £ 9,0 s), respectivamente (ABREU et al., 2019).

Também foi evidenciado o efeito antinociceptivo do isolado B-D-glucano de

Rhodotorula mucilaginosa contra a nocicep¢do induzida por formalina in vivo. O pré-
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tratamento intraperitoneal com o B-D-glucano foram nas doses 3, 10 e 30 mgkg. A
propriedade antinociceptiva de B-D-glucano de Rhodotorula mucilaginosa foi confirmado no
teste da formalina, em que a maior dose de 30 mg / kg, causou efeito antinociceptivo (P
<0,005) na fase tardia, mas ndo na fase inicial, do teste da formalina. O que demonstrou
atividade antinociceptiva periférica, provavelmente através da inibicdo de mediadores
inflamatérios (VALASQUES et al., 2014).

Em outro estudo, foi avaliado os possiveis efeitos antinociceptivos de um
heterogalactano (FMG-Am) e um B-d-glucano (BGLC-Am) isolado de Amanita muscaria no
modelo de formalina. Os resultados demonstraram que a administragdo intraperitoneal de
BGLC-Am reduziu a dor neurogénica (fase inicial) na dose maxima de 30 mg/ kg ¢ inibigdo
de 64 + 3%, enquanto o FMG-Am ndo produziu um efeito inibitério na fase inicial. No
entanto, BGLC-Am e FMG-Am foram mais eficazes contra a dor inflamatoria (fase tardia) da
nocicepgdo induzida por formalina, com inibi¢do de 91 + 8% na dose de 30 mg kg — 1 de
BGLC-Am e 88 + 7% na dose de 10 mg kg — 1 de FMG-Am (RUTHES et al., 2013).

Quanto ao potencial anti-inflamatoério, foi evidenciado o efeito de Caripia montagnei,
nas doses de 30, 60 e 90 mg / kg, em ratos Wistar com edema inflamatorio induzido por
carragenina 1%. A alteracdo da espessura foi medida com paquimetro, 30 min antese 1 a4 h
apos a indugdo da inflamag@o. Os animais tratados com dose de 90 mg / kg exibiram uma taxa
inibidora de edema de 90,7 + 3,5% na quarta hora, semelhante a indometacina (15mg/kg) que
apresentou inibigdo de 92,4 + 9,6% na quarta hora (CASTRO et al., 2014).

Em outro estudo, os animais receberam o tratamento de um exopolissacarideo
produzido por Pleurotus sajor-caju (manogalactano, PEIsR, 0,1 mg / kg, i.p.) 30 min antes e
apos a injecao de carragenina 1%. O grupo pré-tratado com o manogalactan (PEIsR)
promoveu reducao acentuada do edema 5 h apds a administragdo de carragenina, esse efeito

foi mantido durante a sexta hora. A redugdo observada nos dois momentos (5 e 6 h) atingiu
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71% e 69%, respectivamente. Quando o tratamento foi administrado apds a carragenina

injecdo (pos-tratamento), observamos uma reducdo do edema de 58%, 63% e 51%, as4,5¢ 6

h, apos a injecdo de carragenina, respectivamente (SILVEIRA et al., 2015).

Foi verificado o potencial anti-inflamatorios do extrato metanolico de Agaricus blazei

(A. blazei) contra a doenca de Parkinson induzida por rotenona em camundongos. O estudo

foi randomizado dividido nos seguintes grupos: controle, tratado com rotenona (1 mg / kg /

dia), co-tratado com rotenona e A. blazei (50, 100 e 200 mg / kg de peso corporal) e tratado

com A. blazei sozinho (200 mg / kg de peso corporal). O tratamento com rotenona exibiu

comprometimentos motores aumentados, déficits neuroquimicos, estresse oxidativo e

inflamacdo, enquanto a administracdo oral do extrato de A. blazei atenuou os indices acima

mencionados (GOBI et al., 2017).

Quadro 2. Fungos agaricales com potencial anti-inflamatério e antinociceptivo

Referéncias

Espécies

Atividade evidenciada

ABREU etal., 2019

Pholiota nameko

Antinociceptiva ¢ Anti-Inflamatorio

CARBONERO et al., 2008

Lentinus edodes

Antinociceptiva

CASTRO etal., 2014

Caripia montagnei

Anti-Inflamatério

CHANG et al., 2018

Armillaria mellea

Anti-Inflamatorio

CHEN etal., 2018

Macrolepiota procera

Anti-Inflamatorio

GAO etal., 2017

Oudemansiella radicata

Anti-Inflamatorio

GOBI et al., 2017

Agaricus blazei

Anti-Inflamatorio

HU et al., 2018

Pleurotus eryngii

Anti-Inflamatorio

KOMURA et al., 2010

Agaricus brasiliensis

Antinociceptiva e Anti-Inflamatdrio

LEE etal., 2018

Armillariella tabescens

Anti-Inflamatério

LIU et al., 2018

Hypsizygus marmoreus

Anti-Inflamatorio

MINATO et al., 2019

Pleurotus citrinopileatus

Anti-Inflamatorio

REN et al., 2018

Lentinula edodes

Anti-Inflamatorio

ROHR et al., 2016

Crinipellis spp.

Anti-Inflamatorio

RUTHES et al., 2012

Agaricus bisporus

Anti-Inflamatério

RUTHES et al., 2013

Amanita muscaria

Antinociceptiva

RUTHES et al., 2013

Lactarius rufus

Antinociceptiva e Anti-Inflamatdrio

SAIKI et al., 2017

Agaricus brasiliensis

Anti-Inflamatorio

SILVEIRA et al., 2015

Pleurotus sajor-caju

Anti-Inflamatorio

SMIDERLE et al., 2008

Pleurotus pulmonarius

Antinociceptiva ¢ Anti-Inflamatorio

VALASQUES etal., 2014

Rhodotorula mucilaginosa

Antinociceptiva

WU etal., 2010

Flammulina velutipes

Anti-Inflamatério
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Evidéncias mostram que a molécula clitocina, isolada do fungo Leucopaxillus
giganteus, possui propriedade antitumoral por inducdo de apoptose de células tumorais do
colo do utero (REN et al., 2008). Também foi demonostrado que fungo de Leucopaxillus
giganteus rico em fenois e flavonoides apresenta atividade antioxidante e antimicrobiano,
especialmente em bactérias Gram positiva (BARROS et al., 2007). De modo semelhante, a
acdo antimicrobiana da espécie Leucopaxillus albissimus também foi significativa contra
bactérias Gram negativas (ALVES et al., 2012). Apesar dos estudos com o género
Leucopaxillus indicar suas propriedades antiproliferativas, antioxiantes e antibidticos, ndo

existem estudos avaliando se ele também possui atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-inflamatorio e antinociceptivo do extrato alcodlico de fungos

Leucopaxillus sp. em camundongos swiss.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Produzir o extrato alcodlico de fungos da ordem Agaricales;

v' Verificar a toxicidade do extrato alcodlico de Agaricales sobre células HepG2;
v’ Auvaliar a agdo antinociceptiva do extrato alcodlico de Leucopaxillus sp;

v’ Analisar o efeito anti-inflamatoério do extrato alcodlico de Leucopaxillus sp;

v’ Avaliar o efeito do extrato alcodlico de Leucopaxillus sp sobre a atividade locomotora;
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4.1

4. MATERIAL E METODOS

FARMACOS

No presente estudo foram utilizados os seguintes farmacos:

Formaldeido/Formalina (Sigma-Aldrich): foi utilizada solucao de
formaldeido a 1% que foi preparada por diluigdo da solu¢do estoque a 37 %
em solugdo fisiologica 0,9 % (TJOLSEN et al.,, 1992) e foi administrada por via
subcutanea no dorso da pata posterior direita no volume de 25 pL;

A-Carragenina (Sigma-Aldrich): foi empregada solu¢do de carragenina a 1%
que foi preparada por dissolu¢do de 1 g de carragenina em 100 ml de solugdo
fisiologica 0,9 % (WINTER et al., 1962) e foi administrada por via subcutanea
intraplantar na pata posterior direita no volume de 25 pL;

Diazepam (Uni2o Quimica): foi preparada solu¢do de diazepam na dose de 0,06 mg/kg
ou 2 mg/ Kg (CRAWLEY; DAVIS, 1982). A solugdo foi preparada a partir da
diluicdo da solugdo de ampolas de diazepam (5 mg/ml) com solucio fisiologica 0,9 %
e foi administrada por via oral;

Indometacina (Tocris Bioscience): foi administrada na dose de 30 mg/ Kg
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). A solugdo de indometacina foi preparada dissolvendo
30 mg da droga em 1 ml de solugdo fisiologica a 0,9 % e foi administrada por via oral.
Paracetamol (Sigma-Aldrich): foi aplicado na dose de 200 mg/ Kg (HUNSKAAR;
HOLE, 1987). A solugdo de paracetamol foi preparada por dissolugdo de 6 mg do
farmaco em 1 ml de solucdo fisioldgica a 0,9 % e foi administrada por via oral.

Extrato alcoolico de Leucopaxillus: foi usado nas doses de 0,33 mg/Kg (20 pg/ml), 1,6
mg/Kg (100 pg/ml) e 3,3 mg/Kg (200 pg/ml), equivalente a ~0.5, 2 e 4 vezes a CC50,
respectivamente. Os extratos foram diluidos em solugdo fisiologica a 0,9% e

administrado por via oral na relagdo de 0,5 ml de solugdo/30g de peso corporal.
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42  COLETA, IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE FUNGOS AGARICALES

4.2.1. Area de coleta dos fungos Agaricales

Os fungos Agaricales foram coletados nas trilhas do Parque Zoobotéanico (9°57'8"S -
67°5225"W) da Universidade Federal do Acre, campus Rio Branco-AC, e na Fazenda
experimental Catuaba (10°04°S e 67°37°0), municipio de Senador Guiomard (Figura 4).

Figura 4. Area de coleta dos fungos Agaricales

Parque
Zoobotanico
UFAC

¥4
?

# CONY. JARDIMg 40
CONY JARDIMG S

Fazenda
" experimental
Catuaba

A. Estado do Acre; B. Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre, Localizado na cidade de Rio
Branco; C — Fazenda Experimental Catuaba, Localizado no municipio de Senador Guiomard. Fonte: IBGE,
2019; GOOGLE MAPS, 2019.

4.2.2. Meétodo de coleta dos fungos agaricales

As coletas foram realizadas durante o dia nos periodos de Outubro a Dezembro de
2018 e Fevereiro a Mar¢o de 2019, previamente autorizada pelo Sistema de Autorizagdo e
Informacao da Biodiversidade (SISBIO), sob n°® 72229, conforme ANEXO D.

Os basidiomas foram retirados do substrato com auxilio de bisturi e acondicionados

em caixas organizadoras e/ou sacos de papel. Foram utilizados como critérios de inclusdo:
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fungos frescos, coloridos e maduros. Foram excluidos do estudo os fungos que nao
pertenciam a ordem Agaricales, basidios envelhecidos, machucados ou imaturos. Os
basidiomas foram levados para o Laboratério de Microbiologia da UFAC, onde foi realizada a

identificacdo de acordo com Vargas-Isla e colaboradores (2014).

4.2.3. Identificagdo macroscopica e microscopica dos fungos agaricales

Os componentes avaliados para a identificagdo macroscopica dos fungos frescos da
ordem Agaricales foram o pileo (coloragdo, forma, superficie e margem), a estipete
(coloragdo, posicdo e superficie) e a lamelas (coloracdo e aspecto) (GIMENES, 2010). A
descri¢do das cores predominante nas estruturas foi baseada na literatura Methuen handbook
of colour, as quais estdo descritas conforme os codigos correspondentes as cores
(KORNERUP; WANSCHER, 1967).

Para observagdo das estruturas microscopicas, foram feitos cortes a mao livre nos
basidiomas com lamina de aco e os cortes colocados entre lamina e laminula com hidréxido
de potéssio a 3%. Os cortes foram corados com reagente vermelho congo para se observar as
microestruturas reprodutivas basidios e basidiésporos e microestruturas estéreis
queilocistidio, pleurocistidio e caulocistidio (LARGENT, 1977; GIMENES, 2010).

A fim de identificar taxonomicamente os fungos pertencentes a ordem Agaricales, as
caracteristicas macro e microscopicas foram analisadas utilizando chaves de identificacio
presente em bibliografias especificas (RYVARDEN; JOHANSEN, 1980; RYVARDEN,
1991, 2004, 2010, 2015; PEGLER, 1983) e banco de dados Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org) e Mycobank (http://www.mycobank.org/).
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4.2.4. Isolamento de fungos Agaricales

O isolamento foi realizado no Laboratério de Microbiologia da UFAC, campus de Rio
Branco-AC. Para isso foi retirado um fragmento do basidioma e, em camara de fluxo laminar,
foi submetido ao processo de desinfec¢ao pela imersdo por trés minutos em hipoclorito 3%
(ALFENAS et al., 2007)

Para a inoculagdo, foram cortados cinco fragmentos de aproximadamente 5 mm?, e
transferidos para placas de Petri contendo os meios Batata-Dextrose-Agar-BDA (infusdo de
200g de batata, 20g de Dextrose, 15g de Agar, 1000 mL de agua destilada); Aveia (infusdo de
100g de farinha de aveia, 15g de Agar, 1000ml de agua destilada); Serragem (20g de
serragem de cedro, 20g de farelo de trigo, 2g de carbonato de calcio, 20g de Agar, 1000ml de
agua destilada); Arroz (30g farelo de arroz, 15g de Agar, 1000ml de 4gua destilada); Malte
(30g extrato de malte, 15g de Agar, 1000ml de agua destilada). Em cada meio foi acrescido o
antibiotico cloranfenicol 100 pg mL™! e benomil 100 pg mL™, a fim de evitar o crescimento
de bactérias (ALFENAS et al., 2007).

Ap6s o crescimento dos indculos, realizou-se a purificagdo do micélio, com a retirada
do fungo sem contaminacdo e transferéncia destes para uma nova placa com BDA. A
preservacao da cultura pura foi feita em tubos de ensaio com BDA e mantidos com tampoes
de algodao hidrofobico, a 25°C e na auséncia de luz, evitando-se contaminagdes (ALFENAS

et al., 2007).

4.3 PREPARACAO DO EXTRATO ALCOOLICO MICELIAL

Para obtengdo dos extratos alcoodlicos, os fungos isolados com melhor crescimento
micelial (Figura 5A), foram crescidos novamente em cinco pontos nas placas de Petri,
contendo 20 ml do meio de cultura BDA por 14 dias a 28 ° C (Figura 5B). Posteriormente, 20

% (20 ml BDA) do micélio puro crescidos foram depositados em frascos Erlenmeyer
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contendo 200 mL de meio Batata-Dextrose-BD (200g de batata e 20g de dextrose), incubados
a 28 °C sem agitacdo por 14 dias (Figura 5C-D). Apos incubacgio, realizou-se a filtracdo com
a finalidade de separar o micélio do meio liquido. Por fim, o micélio foi submetido a secagem
em estufa 37°C (Figura SE-F) (OLIVEIRA, 2014). O micélio seco foi colocado no Becker e
macerado com 50 ml de alcool 96° por 24h (Figura 5G). Em seguida, o micélio foi filtrado ¢
a extracdo liquida foi mantida em estufa 37°C por 24h (Figura 5H). Essa metodologia foi
repetida trés vezes. A extra¢do seca durante trés repeticoes foi pesada e ressuspensa com

solugdo fisiologica 0,9% (OLIVEIRA, 2014).

Figura 5. Metodologia para extragdo dos metabolitos miceliais

5A: Colénias isoladas de fungos. 5B: Crescimento micelial e fungos. 5C: Inéculos miceliais. 5D: Crescimento
de fungos em Erlenmeyer. 5E: Filtragdo. SF: Secagem; 5G: Extrag@o alcodlica. SH: Secagem do extrato
alcodlico. SI: Extrato pronto. Fonte: Autoria propria.
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4.4. TESTE DE CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DE FUNGOS AGARICALES

A determinagdo in vitro da citotoxidade dos extratos de fungos Agaricales foi feito
na Fundac¢do Oswaldo Cruz Rondonia — Porto Velho. Para o ensaio de citotoxicidade foram
utilizadas células hepaticas da linhagem celular do tipo HepG2, uma linhagem celular de
hepatoblastoma humano, e foi avaliado a viabilidade celular apds incubagdo com diferentes
concentragdes do extrato por meio do método colorimétrico do MTT (3-([(4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difenil tetrazolio]) (MOSMANN, 1983).

Inicialmente, as linhagens de células hepaticas foram distribuidas em placas de 96
pogos e tratados com extrato alcodlico micelial (7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500
ug/ml). Apds 24 horas, 20 puL. de solugdo de MTT (5 mg/ml em tampdo salina fosfato) foi
adicionado a cada poco e, em seguida, incubado por 4 horas a 37 °C. Ao final desse periodo, o
sobrenadante de cada poco foi desprezado e 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-
Aldriche) foi adicionado a cada poco para solubilizar qualquer molécula de formagao
depositada. A leitura de absorbancia da placa foi realizada em espectrofotometro de
microplacas (Spectra Max M2e, Molecular Devices) com densidade optica de cada poco
medido em comprimento de onda de 540 nm (MOSMANN, 1983).

A Citotoxicidade das concentragdes testadas foi determinada com base na
porcentagem de viabilidade celular frente ao tratamento controle (veiculo) de acordo com os
parametros adotados no documento ISO 10993-5: 1999. A concentragdo citotoxica para 50%
das células (CCso) foi determinada a partir de regressdo ndo linear das concentragdes testadas,
utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). A partir dos

valores obtidos de CCso. A partir da CCsoas doses do extrato alcodlico foram determinadas.
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4.5. ANIMAIS

No presente estudo foram utilizados camundongos swiss webster machos (30-35g),
fornecidos pelo Biotério de Criagdo do escritério técnico Fiocruz Rondoénia. Os animais foram
mantidos em sala com luz e temperatura controladas, dgua e comida ad libitum, com
padronizacgdo para inicio dos testes as 09 horas (a.m.). O estudo empregou 102 camundongos
distribuidos em grupos experimentais com 6 animais. Todos o0s experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz de

Rondodnia sob n° 2018/11 (ANEXO A).
4.6. TESTES COMPORTAMENTAIS
4.6.1. Teste da formalina

O teste da formalina foi empregado para avaliar se o extrato alcoolico micelial de
Leucopaxillus alteram a resposta nociceptiva induzida por injecao subcutianea dorsal da pata
traseira direita de formalina 1%, conforme descrito por Hunskaar e Hole (1987). Para tal, os
camundongos foram colocados na sala de experimentacdo por 30 minutos para ambientacdo e,
entdo, realizado a administracdo oral do extrato alcodlico micelial de Leucopaxillus (Ext.)nas
doses de 0,33 mg/Kg (20 pg/ml), 1,6 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,3 mg/Kg (200 pg/ml). O extrato
foi administrado no por via oral na relagdo de 0,5 ml de solu¢do/30g de peso corporal. Como
controle negativo e positivo, os animais foram pré-tratados, respectivamente, com salina (500
ul/animal; oral) e Paracetamol (200 mg/ Kg; oral).

Ap6s 1 hora do pré-tratamento, os animais receberam inje¢cdo de 25 puL. de formalina
a 1% no dorso da pata posterior direita. Imediatamente apds a inje¢do de solucdo de
formalina, os camundongos foram colocados sob o aparato de vidro ladeado por dois espelhos

para a realizacdo de contagem do numero total de comportamentos nociceptivos a cada 5
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minutos durante 60 minutos. Foi considerado como comportamento nociceptivo a elevagdo do
dorso, sacudida e/ou lambida da pata injetada com formalina. O protocolo experimental deste

teste é representado de acordo do o fluxograma (Figura 6) abaixo:

Figura 6. Fluxograma representando o teste de Formalina
Formalina 1%

Ambientacdo Inicio do Teste
O 30 min O 1 hora O 1 hora Q
Injecdo de Fim do Teste
extratos

Fonte: Autoria propria.

4.6.2. Teste da carragenina (edema de pata)

O teste da carragenina foi empregado para avaliar a capacidade do Ext. em inibir o
edema inflamatoério induzido por injecdo intraplantar de carragenina conforme previamente
descrito por Morris (2003). O edema de pata foi mensurado com o auxilio de um
pletismometro de pata (Insight, Brasil), que consiste em um equipamento capaz de detectar
alteracdes volumétricas da pata.

Inicialmente, foram obtidas as medidas basais de ambas as patas posteriores e, em
seguida, os animais foram pré-tratados com o extrato alcoolico Leucopaxillus nas doses de
0,33 mg/Kg (20 pg/ml), 1,6 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,3 mg/Kg (200 pg/ml). O extrato foi
administrado no por via oral na relacdo de 0,5 ml de solucdo/30g de peso corporal. Como
controle negativo e positivo, os animais foram pré-tratados, respectivamente, com salina (500
pl/animal; oral) e indometacina (30 mg/ Kg; oral). Apos 1 hora do pré-tratamento, os animais
foram injetados com 25 pL de solucdo de carragenina 1% na regido plantar da pata direita
(pata ipsilateral) e, imediatamente depois, mediu-se o volume de ambas patas posteriores. O
volume das patas injetadas e ndo-injetadas foram avaliadas 1, 2, 3, 4 e 5 horas apds
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administracdo da solu¢do de carragenina. Os dados obtidos foram transformados em dados
percentuais da diferenca entre o volume da pata injetada e sua respectiva pata oposta
(controle) de cada tratamento nos diferentes tempos avaliados, de acordo com a formula da
Figura 7:

Figura 7. Formula da diferenca do volume da pata injetada e o controle

. i-P
'."ri Diferencado _ (Pi-Pc) x 100
Volume da pata

Pe

Onde Pi ¢ a pata injetada e Pc a pata controle ndo-injetada. Somente a porcentagem da diferenca foi
estatisticamente analisada. Fonte: Adaptado de MORRIS, 2003.

O protocolo experimental deste teste ¢ representado de acordo com o fluxograma
(Figura 8) abaixo:
Figura 8. Fluxograma representando o teste de Carragenina

Carragenina 1%

Ambientacao Inicio do Teste
Q 30 min Q 1 hora O 5 horas Q
Injegao de Fim do Teste
extratos

Fonte: Autoria propria.

4.6.3. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste labirinto em cruz elevado foi empregado para avaliar se o pré-tratamento com
o extrato alcoolico de Leucopaxillus alteram a atividade locomotora de camundongos de
acordo com Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni (2000). Para a realizagdo do teste, foi
utilizado um aparato feito de madeira, elevado a 50 cm do solo, com dois bragos opostos sem
paredes (bracos abertos) medindo 50x10 cm e dois bracos opostos com paredes (Bracos

fechados) de 40 cm de altura. Os assoalhos dos bragos abertos e fechados possuiam a mesma
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medida e estavam dispostas perpendicularmente umas as outras, delimitando uma area central
com 10 cm?.

Os camundongos foram colocados na sala de experimento por, pelo menos, 1 semana
em condi¢do de ciclo claro-escuro invertido (sala escura durante o dia e clara durante a noite)
para ambientacdo. Os experimentos foram realizados no ciclo escuro, em sala isolada, com
lampada vermelha de 60W disposta a 120 cm do aparato. O animal foi posicionado na regido
central de frente para um dos bragos abertos e observado durante 5 minutos. O experimento
foi filmado e o registro gravado em formato digital para analise posterior.

Os animais foram tratados por via oral com extrato alcodlico de Leucopaxillus nas
doses de 0,33 mg/Kg (20 pg/ml), 1,6 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,3 mg/Kg (200 pg/ml). O extrato
foi administrado no por via oral na relagdo de 0,5 ml de solucdo/30g de peso corporal. Nos
grupos controles foram empregados, os tratamentos com salina (500 pl/animal; oral) e
Diazepam (0,06 mg/kg). Apds 1 hora da administracdo, os animais foram submetidos ao teste
do labirinto em cruz elevado durante 5 minutos, observados e filmados para analise posterior.

Os comportamentos registrados foram: nimero de quadrantes percorridos e nimero de
comportamentos de se elevar sobre as patas posteriores. A partir destes pardmetros foram
calculados a atividade locomotora total = total de quadrantes cruzados + comportamento de se
elevar sobre as patas posteriores (RODGERS et al., 1995; RODGERS, et al., 1997). O
protocolo experimental deste teste esta representado no fluxograma da Figura 9 abaixo:

Figura 9. Fluxograma representando o teste do labirinto em cruz elevado

Ambientacao Inicio do Teste
Q 30 min O 1 hora O 5 min Q
Injecao de Fim do Teste
extratos

Fonte: Autoria propria.
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4.7. ANALISES ESTATISTICAS

A influéncia dos diversos tratamentos sobre as variaveis estudadas, em funcdo do
tempo, sera estatisticamente analisada através de analise de variancia de um ou dois fatores
com medidas repetidas (One way ANOVA ou Two way ANOVA), quando for o caso, para
comparar os grupos durante todo o tempo do experimento. Pata a teste Two way ANOVA os
fatores analisados foram tratamento, tempo e a interacdo tratamento x tempo. Nos casos em
que houver diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos sera realizado teste de
multiplas comparacdes de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa

estatistico Graphpad Prism 8.3.0, e o nivel de significancia fixado em p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. COLETA E IDENTIFICACAO DE FUNGOS AGARICALES

Foram obtidos 79 morfoespécies pertencentes a ordem Agaricales e 11 morfoespécies
apresentaram caracteristicas toxicas. Destes, foram selecionados 5 espécimes (n° 5.273, 5.280,
5.302, 5.314 e 5.321) com base na possibilidade de identificagdo e melhor rendimento de
crescimento micelial (Figura 10). Em seguida, os fungos foram submetidos a produ¢do dos
extratos alcodlicos e posterior realizacdo dos testes de citotoxicidade in vivo. Na analise
macroscopica, foi possivel analisar as estruturas pileo, estipe e lamelas:

Fungo 5.273 (Figura 10A) — Tamanho 4,5 — 6,5 cm. Pileo com coloragdo marrom
alaranjado (COD. 8C) com consisténcia carnosa; superficie lisa e forma campanulado.
Lamelas com coloragdo branca (COD. 1A); inser¢do adnatas a decorrentes de forma regular.
Estipite com coloragdo branca (COD. 1A); posicdo central com superficie fibriloso.
Evidenciando ser do género Leucopaxillus.

Fungo 5.280 (Figura 10B) — Tamanho 11,5 cm. Pileo com coloragdo marrom
amarelado (COD. 8E) e esbranquigado (COD. 1A) no centro; com superficie radialmente
fibrilosa; Forma plana a umbonada. Lamelas com colorag@o branca (COD. 1A); inser¢do livre
de forma regular. Estipite com coloragdo cinza alaranjado (COD. 2B); posi¢do central com
superficie pubescente. Evidenciando ser do género Oudemansiella.

Fungo 5.302 (Figura 10C) — Tamanho 5 a 6 cm. Pileo com coloragdo vermelho opaco
(COD. 3C) e estrias rosadas a esbranquicadas (COD. 2A); com superficie radialmente
fibrilosa; Forma aplanada. Lamelas com colora¢do concolor ao pileo; Inser¢do decurrente
com forma intervenosa. Estipite concolor ao pileo; posigdo central com superficie lisa.

Fungo 5.314 (Figura 10D) — Tamanho 5,5 cm. Pileo com coloragdo vermelha

alaranjada (COD. 8A); com superficie lisa e forma campanulado. Lamelas com coloracdo
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branca (COD. 1A); inser¢do livre de forma regular. Estipite com colora¢do branca (COD.
1A); posicao central com presenca de anel com borda dupla e superficie lisa.

Fungo 5.321 (Figura 10E) — Tamanho 1 a 2 cm. Pileo com coloragdo marrom
avermelhado (COD. 8D); com superficie radialmente fibrilosa; forma convexo. Lamelas com
coloracdo concolor ao pileo; insercdo livre a estreita com forma regular. Estipite concolor ao
pileo; posicao central com superficie lisa a fibriloso.

Figura 10. Fungos Agaricales selecionados para teste citotoxico € in vivo

10A: amostra 5273. 10B: amostra 5280. 10C: amostra 5302. 10D: amostra 5314. 10E: amostra 5321. Fonte:
Autoria propria.

Conforme identificagdo microscopica (Figura 11) foi possivel analisar as seguintes

estruturas:
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Fungo 5.273 (Figura 11A) — Presenca de estruturas reprodutivas, basidios bisporado e
basidiosporos subelisoide a elipsoide. Presenca de microestrutura estéril com numerosos
queilocistidios clavados e fusoides. Evidenciando ser do género Leucopaxillus.

Fungo 5.280 (Figura 11B) — Presenga de estruturas reprodutivas com basidios
paneolus bisporado e basididosporos equinados. Presengca de microestrutura estéril com
numerosos queilocistidios em forma utriforme com granulos. Evidenciando ser do género
Oudemansiella.

Fungo 5.302 — Auséncia de estruturas reprodutivas basidios e basidiésporos, bem
como de microestruturas estéreis.

Fungo 5.314 (Figura 11C e D) — Presencga de estruturas reprodutivas com basidio
bisporado e basididsporos subelisoide a elipsoide. Presenga de microestrutura estéril com
inimeros queilocistidios clavados e fus6ides. Superficie pilear com alguns cistidios e hifas.

Fungo 5.321 (Figura 11E) — Presenca de estruturas reprodutivas com basidio
biesporado do tipo paneolus e basidiosporos globosos e elipsoide. Presenca de microestrutura
estéril com inumeros queilocistidios clavados do tipo macrocistidios.

Conforme analise classica para identificagdo macroscopica e microscopica, foi
possivel analisar que os cinco espécimes selecionadas sdo da ordem Agaricales, sendo que os
espécimes 5.273 e 5.280 pertencentes ao género Leucopaxillus e QOudemansiella,

respectivamente.
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Figura 11. Analise microscopica das estruturas reprodutivas e estéreis

granulos; 11C. 5.314 — Basididsporos subelisoides a elisoides; 11D. 5.314 — Inumeros queilocistidios clavados e
fusoides; 11E. 5.321 — Basididsporos globosos a elipsoides. Fonte: Autoria propria.

5.2. ISOLAMENTO E PRODUCAO DE EXTRATOS ALCOOLICOS

Os resultados mostraram que dentre os meios empregados para o isolamento de fungos
Agaricales, os meios BDA e aveia foram os que permitiram melhores resultados. Apods o
isolamento das 5 morfoespécies selecionadas realizou-se a produgdo de extratos alcoodlicos.
Os extratos alcodlicos apresentaram diferentes rendimentos de crescimento micelial, peso e a
consisténcia. O rendimento dos extratos alcoolicos miceliais produzidos ¢ apresentado no

quadro abaixo:

47



Quadro 3. Rendimento do extrato dos fungos Agaricales

Fungo | Rendimento
n° (mg)
5.273 70,90 mg
5.280 69,65 mg
5314 35,70 mg
5.321 33,28 mg
5.302 18,46 mg

Fonte: Autoria propria.

5.3.  AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS

O resultado do ensaio de citotoxicidade mostraram que o extrato alcodlico micelial dos
fungos n°® 5.280, 5.314, 5.321 e 5.302 apresentaram CCso acima de 500 pg/ml. Ja o extrato
alcoolico micelial do fungo n°® 5.273 apresentou CCso de 54,9 pg/ml. Dessa forma, apesar da
concentragdo teto mais baixa, o fungo 5.273 do género Leucopaxillus possibilitou melhor
identificacdo macroscopica e microscopica, sendo selecionado o extrato deste para realizacao
da analise molecular, bem como, dos testes comportamentais in vivo nas doses de 20, 100 e

200 pg/ml.

5.4. ESCOLHA E DETERMINACAO DA DOSE DE TRABALHO DO EXTRATO

ALCOOLICO

A escolha do extrato alcodlico de fungo a ser empregado no presente estudo se baseou
em dois critérios: nivel de identificacdo e rendimento do extrato. Nesse sentido, o fungo 5.273
do género Leucopaxillus possibilitou melhor identificagdo macroscopica e microscopica e
produziu maior rendimento de extrato.

Uma vez que o rendimento da fragdo ndo permitiu a realizagdo de teste de toxicidade
aguda, a dose do extrato alcodlico micelial do fungo Leucopaxillus (fungo n° 5.273) foi
estabelecido de forma empirica usando como base a CCso em células HepG2. Neste sentido,

as concentracdes das solugdes do extrato que foram empregadas para os testes
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comportamentais in vivo foram de 20, 100 e 200 pg/ml, equivalente a ~0.5, 2 ¢ 4 vezes a
CC50, respectivamente. Portanto, determinou-se como dose de trabalho 0,33 mg/Kg (20

pg/ml), 1,6 mg/Kg (100 pg/ml) e 3,3 mg/Kg (200 pg/ml).

5.5.  TESTE COMPORTAMENTAIS

5.5.1 Teste da formalina

Os resultados mostram que a injecdo de formalina 1% no dorso da pata posterior
direita induziu resposta nociceptiva bifasica caracteristica. Uma fase inicial de curta duracao
(primeiros 10 minutos) desenvolvida imediatamente apos a inje¢do da formalina 1% e uma
segunda fase mais duradoura, que perdurou pelo periodo compreendido entre 20 ¢ 50 minutos
po6s-injecdo. Entre a primeira e¢ segunda fase do teste, observou-se um periodo de
aproximadamente 10 minutos onde ocorreu significativa redugdo das respostas
comportamentais (Figura 12, 13 e 14). A andlise da area sob a curva também demonstra
claramente que a inje¢do de formalina 1% aumenta significativamente a 1* fase, fase
intermediaria e 2* fase quanto comparado ao grupo injetado com salina (Figura 15A, 15B e
15C).

Os resultados também mostraram que o pré-tratamento com paracetamol (200 mg/kg;
gavagem), usado como controle positivo, reduziu significativamente a 2* fase de respostas
nociceptiva, mas ndo a 1* fase e fase intermediaria de respostas (Figura 12, 13, 14 e 15). Ja os
animais tratados com extrato alcoolico de Leucopaxillus observou-se significativa redugédo das
respostas comportamentais da fase intermedidria e da 2° fase do teste quando comparado com
grupo formalina e pré-tratado com salina (Figura 12, 13, 14 e 15). A atenuacdo da fase
intermediaria foi significativa nas concentracdes de 100 pg/ml (Figuras 13 e 15) e 200 pg/ml
(Figura 14 e 15), enquanto a 2° fase foi significativamente atenuada na concentra¢do de 100
pg/ml (Figura 13 e 15).

49



A figura 12 mostrou significativa diferenca como relacdo ao tratamento (F3, 20 = 16,24;
p < 0,0001), quanto ao tempo (Fa4209, 84,17 = 30,49; p < 0,0001) e demonstrou significativa
interacdo tratamento versus tempo (Fs3, 220 = 5,621; p < 0,0001). A figura 13 mostrou
significativa diferenca como relacdo ao tratamento (F3 19 = 29,05; p < 0,0001), quanto ao
tempo (F3 645,696 = 59,96; p < 0,0001) e demonstrou significativa interacao tratamento versus
tempo (F33,200 = 9,244; p < 0,0001). A figura 14 mostrou significativa diferenga como relagédo
ao tratamento (F3, 19= 28,82; p < 0,0001), quanto ao tempo (F3,59,69,52 = 61,51; p < 0,0001) e
demonstrou significativa interacdo tratamento versus tempo (F33, 200 = 9,290; p < 0,0001). A
figura 15A mostrou significativa diferenga como relacdo ao tratamento (Fs 23 = 9,428; p <
0,0001). A figura 15B mostrou significativa diferenca como relacdo ao tratamento (Fs, 28 =
5,079; p < 0,0001). A figura 15C mostrou significativa diferenga como relagdo ao tratamento
(Fs,28=60,87; p <0,0001).

Figura 12. Efeitos da administracdo de 20 pg/ml do extrato de Leucopaxillus sobre a reposta
nociceptiva no teste da formalina 1%

—O— Sal + Sal —&— Par + For
—e— Sal + For —&— Ext 20ug + For

N° de respostas
=
=

Injegio de
109 formatina

Tempo (min)

Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e injecdo subcutanea de salina (Sal). Sal + For = pré-tratamento com
salina (Sal) e injec@o subcutanea de formalina (For). Par + For = pré-tratamento com paracetamol (Par) e injegdo
subcutanea de formalina (For). Ext 20ug + For = pré-tratamento com 20 pg/ml de extrato alcodlico de
Leucopaxillus (Ext) e inje¢do subcutanea de formalina (For). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05.
Os dados foram representados como média = EPM (erro padrdo da média) de 5-6 animais. * diferente do grupo
Sal + Sal. # diferente do grupo Sal + Sal e demais grupos.
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Figura 13. Efeitos da administragdo de 100 pug/ml do extrato de Leucopaxillus sobre reposta
nociceptiva no teste da formalina 1%

—O— Sal +Sal —&— Par + For

—e— Sal + For —&— Ext 100ug + For
80 -

N° de respostas

Injegiio de
10 formalina

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (min)

S Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e inje¢ao subcutdnea de salina (Sal). Sal + For = pré-tratamento
com salina (Sal) e inje¢do subcutdnea de formalina (For). Par + For = pré-tratamento com paracetamol (Par) e
injecdo subcutdnea de formalina (For). Ext 100 pg + For = pré-tratamento com 100 pg/ml de extrato alcodlico
de Leucopaxillus (Ext) e inje¢ao subcutdnea de formalina (For). A significancia estatistica foi fixada em p <
0,05. Os dados foram representados como média = EPM (erro padrao da média) de 5-6 animais. * diferente do
grupo Sal + Sal. # diferente do grupo Sal + Sal e demais grupos.

Figura 14. Efeitos da administragdo de 200 pg/ ml do extrato de Leucopaxillus sobre reposta
nociceptiva no teste da formalina 1%

—O— Sal + Sal —&— Par+ For
—e— Sal +For —— Ext 200pg + For

N de respostas

Injecio de
10 formalina

T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e injecdo subcutanea de salina (Sal). Sal + For = pré-tratamento com
salina (Sal) e injecdo subcutanea de formalina (For). Par + For = pré-tratamento com paracetamol (Par) e injegao
subcutanea de formalina (For). Ext 200ug + For = pré-tratamento com 200 pg/ml de extrato alcodlico de
Leucopaxillus (Ext) e injecdo subcutanea de formalina (For). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05.
Os dados foram representados como média = EPM (erro padréo da média) de 5-6 animais. * diferente do grupo
Sal + Sal. # diferente do grupo Sal + Sal e demais grupos.
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Figura 15. Area sob a curva das respostas comportamentais no teste da formalina 1% obtidas
a partir dos resultados das figuras 12, 13 e 14
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] . 1M | ]
0 ::; Sal Par 20 100 200 0 Sal Sal Par 20 100 200 0- Sal Sal Par 20 100 200
Extrato | Extrato (pg/ml) L Extrato (3: g/mi)
Formalina 1% Formalina 1% Formalina 1%

Figura 15 A. ASC = Area sob a curva da 1* fase (0-10minutos); Figura 15 B. ASC da fase intermediaria
(10minutos); Figura 15 C. ASC da 2* fase (20-50minutos); Sal = salina; Par = Paracetamol; * = diferente do
grupo Sal + Sal; # = diferente do Ext + For e do Sal + Sal. A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os
dados foram representados como média £ EPM (erro padrdo da média) de 5-6 animais. * diferente do grupo Sal.
# diferente do grupo Sal + Sal e demais grupos.

5.5.2 Teste da Carragenina

Os resultados mostraram que a injecdo intraplantar de carragenina 1% induziu
aumento do volume da pata, representada pelo aumento do percentual de diferenca do volume
entre a pata tratada (ipsilateral) e a pata controle (contralateral) do mesmo animal. A
carragenina causou aumento significativo do volume da pata a partir da 3* hora po6s-injecao, e
manteve aumentado até o final do experimento quando comparado ao grupo controle salina
(Figura 16, 17 e 18). Os resultados também mostram que ASC do grupo injetado com
carragenina foi estatisticamente diferente do grupo controle salina (Figura 19).

O pré-tratamento com indometacina (30 mg/Kg; oral) reduziu significativamente a
intensidade e duracdo do edema induzido pela carragenina (Figura 16, 17, 18) e reduziu
significativamente a area sobre a curva quando comparado ao grupo salina + carragenina
(Figura 19). O estudo também demonstrou que o pré-tratamento com o extrato alcoolico de

Leucopaxillus atenuou significativamente o desenvolvimento do edema de pata induzido pela
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carragenina (Figuras 16, 17 e 18). O efeito anti-edematogénico do extrato foi significativo na
concentragao de 200 pg/ ml, mas ndo nas de 20 e 100 pg/ ml (Figura 16, 17, 18 ¢ 19).

A figura 16 apresenta a significativa diferenca como relagdo ao tratamento (F3, 19 =
6,954; p < 0,0001), quanto ao tempo (F2029, 3855 = 7,105; p < 0,0001) e demonstrou
significativa intera¢do tratamento versus tempo (Fis, 114= 3,973; p < 0,0001). A figura 17
mostra significativa diferenca como relagdo ao tratamento (F3, 19= 8,098; p < 0,0001), quanto
ao tempo (F3 596, 6833 = 20,11; p < 0,0001) e demonstrou significativa interagdo tratamento
versus tempo (Fig, 114= 10,25; p < 0,0001). A figura 18 mostra significativa diferenga como
relagdo ao tratamento (F3, 19=9,375; p < 0,0001), quanto ao tempo (F3340, 6345 = 15,28; p <
0,0001) e demonstrou significativa interagdo tratamento versus tempo (Fig, 114= 9,894; p <
0,0001). A figura 19 mostrou significativa diferenga como relacdo ao tratamento (Fs, 20 =
15,66; p < 0,0001).

Figura 16. Efeito da administragdo de 20 pg/ ml do extrato de Leucopaxillus sobre o edema de
pata induzido por inje¢do intraplantar de carragenina a 1%

—O— Sal+Sal —&— Ind + Car
40 —e— Sal+Car —&—  Ext 20 pug + Car
T #
#
= 30
<=3
g =
@ 3
= —
g g_20
=
= = 10 ¥
= E |
-
)
S 0
T T T T T T T
>
2 o o o © o> o
@‘g’ .Q N 'ﬁ "3 5’- 6’ .

Tempo pés-inje¢do de carragenina (h)

Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e inje¢do intraplantar subcutanea de salina (Sal). Sal + Car = pré-
tratamento com salina (Sal) e injeg¢do intraplantar subcutanea de carragenina 1% (Car). Ind + Car = pré-
tratamento com indometacina (Ind) e injecdo intraplantar de carragenina 1% (Car). Ext 20 pg + Car = pré-
tratamento com 20 pg / ml extrato alcodlico de Leucopaxillus (Ext) e injecdo intraplantar subcutdnea de
carragenina 1% (Car). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os dados foram representados como
média =+ EPM (erro padrio da média) de 5-6 animais. * = Significativamente diferente do Sal + Sal. # =
Significativamente diferente da Ind + Car.
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Figura 17. Efeito da administragdo de 100 pg/ ml do extrato de Leucopaxillus sobre o edema
de pata induzido por injecdo intraplantar de carragenina a 1%
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Tempo pos-injecio de carragenina (h)

Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e injeg¢@o intraplantar subcutdnea de salina (Sal). Sal + Car = pré-
tratamento com salina (Sal) e inje¢@o intraplantar subcutanea de carragenina 1% (Car). Ind + Car = pré-
tratamento com indometacina (Ind) e injeg@o intraplantar de carragenina 1% (Car). Ext 100 pg + Car = pré-
tratamento com 100 pg / ml extrato alcodlico de Leucopaxillus (Ext) e injecdo intraplantar subcutinea de
carragenina 1% (Car). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os dados foram representados como
média =+ EPM (erro padrio da média) de 5-6 animais. * = Significativamente diferente do Sal + Sal. # =
Significativamente diferente da Ind + Car.

Figura 18. Efeito da administragdo de 200 ug/ ml do extrato de Leucopaxillus sobre o edema
de pata induzido por inje¢do intraplantar de carragenina a 1%
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Tempo pos-injeciio de carragenina (h)

Sal + Sal = pré-tratamento com salina (Sal) e injeg@o intraplantar subcutdnea de salina (Sal). Sal + Car = pré-
tratamento com salina (Sal) e injecdo intraplantar subcutanea de carragenina 1% (Car). Ind + Car = pré-
tratamento com indometacina (Ind) e injecdo intraplantar de carragenina 1% (Car). Ext 200 ug + Car = pré-
tratamento com 200 pg / ml extrato alcodlico de Leucopaxillus (Ext) e injecdo intraplantar subcutinea de
carragenina 1% (Car). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os dados foram representados como
média £ EPM (erro padrio da média) de 5-6 animais. * = Significativamente diferente do Sal + Sal. #
Estatisticamente diferente do grupo Ind + Car e do Ext 200ug + Car.
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Figura 19. Area sob a curva das alteragdes nos volumes de pata no teste da carragenina 1%
obtidas a partir dos resultados das figuras 16, 17 e 18
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Sal = salina; Ind = Indometacina. A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os dados foram
representados como média + EPM (erro padrdo da média) de 5-6 animais. * = Significativamente diferente do
grupo Sal. # = Significativamente diferente do grupo Sal e dos demais grupos.

5.5.3 Teste do Labirinto em cruz elevado

No presente estudo empregou-se o teste do labirinto em cruz, sendo analisado o efeito
da administragdo do extrato alcéolico de Leucopaxillus sobre a atividade locomotora dos
animais. Os resultados mostram que o diazepam (2 mg/Kg ou 0,06 mg/ml), usado como
controle positivo, aumentou significativamente a atividade locomotora dos animais quando
comparado com aqueles tratados com salina (Figura 20). Os resultados também mostram que
o extrato de Leucopaxillus aumentou significativamente a atividade locomotora na
concentragdo de 100 pg/ml. Nas concentragdes de 20 e 200 pg/ml o extrato de Leucopaxillus
ndo alterou significativamente a atividade locomotora quando comparado ao grupo salina
(Figura 20). Os dados da Figura 20 foram estatisticamente diferentes quanto ao tratamento

(F4,20,75=4,783; p = 0,0068).
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Figura 20. Efeito do extrato de Leucopaxillus sobre a atividade locomotora no teste do
labirinto em cruz elevado.
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A atividade locomotora foi definida como a soma do n° de quadrantes cruzados + elevacdo sobre as patas
posteriores. Sal = salina; Dia = Diazepam (2 mg/Kg; ip). O extrato de Leucopaxillus foi administrado nas
concentragdes de 20, 100 e 200 pg/ml por gavagem. A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05. Os dados
foram representados como média £ EPM (erro padrao da média) de 5-6 animais. * diferente do grupo Sal.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram selecionadas cinco morfoespécies de fungos
Basidiomicetos (cogumelos), de um total de 79 morfoespécies coletadas, apos avaliagdo de
caracteristicas macroscopicas e microscopicas com indicativos de presenca de compostos
bioativos que, apesar de toxicos, podem ser explorados farmacologicamente (HIBBETT et al,
2007; SOCCOL et al, 2007). A coloragdo dos cogumelos foi a principal caracteristica
indicativa de que eles possuiam compostos bioativos tais como ciclo-peptideos, mono-metil-
hidrazina, coprina, muscarina, muscimol (acido iboténico), psilocina, psilocibina, serotonina e
polissacarideos. O fungo Leucopaxillus apresenta uma coloragdo diferenciada com o pileo
marrom alaranjado (COD. 8C) (HUFFMAN et al., 2008; CARVALHO et al., 2014; BACH et
al., 2017).

Evidéncias mostram que algumas espécies de cogumelos, especialmente aqueles
coloridos, apresentam alguns desses compostos bioativos em concentragdes suficientes para
causar oxidagdo pelo simples manuseio. Por exemplo, coloragdo roxo-azulada de alguns
cogumelos pode ser atribuida a oxidag@o enzimatica de triptofano, serotonina ou pscilocibina,
que sdo substancias toxica, embora esta reacdo também possa ser observada em espécies que
ndo possuem compostos toxicos (ROSSATO, 2008). Além do critério coloragdo, outra
maneira de determinar a toxicidade é através de identificacdo precisa do fungo por analise
molecular, bem como analise de seus constituintes quimicos (HIBBETT et al, 2007).

A andlise macroscopica ¢ microscopica permitiu confirmar que os espécimes 5.302,
5.314 e 5.321 se tratava de fungos da ordem Agaricales. A precisdo na identificacdo do
espécime 5.302 foi prejudicada pela auséncia de estruturas reprodutivas e microestruturas
estéreis, assim como os fungos 5.314 e 5.321 que apesar de apresentarem basidios e
basidiosporos, ndo foi possivel caracteriza-los a nivel de género. Mesmo assim, os espécimes

5.302, 5314 e 5.321 foram caracterizados quanto a ordem com base na analise de pileo
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(coloragdo, forma, superficie ¢ margem), do estipete (coloragdo, posi¢do e superficie) e as
lamelas (coloracao e aspecto) (KORNERUP; WANSCHER, 1967; GIMENES, 2010).

Os espécimes 5.273 e 5.280 foram identificados como pertencentes, respectivamente
ao género Leucopaxillus e género Oudemansiella através da analise classica por critérios
macroscopicos e microscopicos. O género Leucopaxillus pertence ao reino Fungi, filo
Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Agaricales e familia Tricholomataceae,
estando representado no Brasil por trés espécies: L. brasiliensis (Rick) Singer & A.H. Sm.; L.
gracillimus Singer & A.H. Sm.; e L. rickii Singer (PUTZKE, 1994). Ja o género
Oudemansiella pertence ao reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem
Agaricales e familia Physalacriaceae. Atualmente sdo descritas a existéncia de 108 espécies
do género Oudemansiella no mundo (http://www.mycobank.org/).

Foram diversas opcdes utilizadas para o processo de isolamento e crescimento
micelial, mas os meios Batada-Dextrose-Agar (BDA) e aveia foram os que produziram
melhores resultados. Isso ¢ devido provavelmente aos nutrientes, especialmente carboidratos
complexos e de melhor degradagdo, existentes nos meios BDA e aveias (CARNAUBA et al,
2007; GOMES; PENA, 2016). Todavia, mesmo entre fungos do mesmo gé€nero pode existir
susceptibilidade distinta de crescimento nos meios de cultivo utilizados (NOZAKI et al,
2004). Outro fator importante que poderia explicar a dificuldade no isolamento ¢ a interagdo
com outros fungos ambientais, como fungos Agaricales do género Xylaria sp (SANTOS,
2017).

Fungos do género Xylaria pertencem ao Filo Ascomycota, ¢ sdo organismos
saprofitos, conhecidos principalmente por terem um papel de decomposi¢cdo de madeira morta
(OSONO et al., 2011). Assim como algumas espécies de basidiomicetos que exercem essa

atividade de decomposi¢do na natureza, o que pode caracterizar uma relagdo de simbiose
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entre esses dois organismos que compartilham do mesmo substrato (WEBSTER; WEBER,
2007).

A dificuldade no isolamento de fungos Basidiomicetos tem sido relatada em outros
estudos. Santos (2017) descreve que foi capaz isolar apenas 19% dos 168 espécimes de
basidiomicetos coletados em florestas secundarias do estado do Acre. De modo semelhante,
Neto (2010) descreve que apenas 11% dos 260 basidiomicetos coletados na Mata Atlantica
foram efetivamente isolados. Por fim, Abrahdo (2009) coletou 295 basidiomicetos, sendo 12
selecionados para o isolamento e apenas 4 efetivamente foram isolados. A baixa quantidade
de isolados ocorreu principalmente devido a interagdo com fungos ambientais como, Xylaria
sp. ¢ Trichoderma sp. Vale ressaltar que os estudos apresentados, utilizaram diferentes
métodos para o processo de desinfeccdo do basidioma. A metodologia utilizada neste trabalho
para a desinfeccao, foi aperfeigcoada baseada nas literaturas pesquisadas.

Apo6s analise citotoxica, o espécime 5.273, identificada como Leucopaxillus sp, foi
selecionado para a realizag@o dos testes in vivo uma vez que apresentou melhor rendimento e
foi possivel melhor identificagdo, embora tenha apresentado maior citotoxicidade pela CCso
em cé¢lulas HepG2. Apesar de bom, o rendimento ndo foi suficiente para a realizagdo de
ensaio de toxicidade aguda para determinacdo da dose letal para 50 % dos individuos (DLso) e
dose de trabalho, conforme preconizado pelo Guia n° 423 da The Organisation for Economic
Co-operation and Development (OCDE) (ANVISA, 2017). Além disso, por ndo ter sido
possivel identificar a espécie do fungo também nao foi possivel se basear nos escassos dados
na literatura empregando doses ndo toxicas em modelos in vivo.

O unico estudo encontrado na literatura avalia o efeito anti-hipertensivo in vivo de
extrato de Leucopaxillus tricolor na dose de 200 mg/Kg, sem descrever o método de
determinacdo da dose de trabalho (GENG et al., 2015). Neste sentido, o estudo optou em

empregar doses baseadas em multiplos da CCso. Nas doses empregadas ndo foi observado
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qualquer sinal agudo de toxicidade, tal como alteragdo da ambulacdo, pelos erigados,
convulsdo, prostracdo, vocalizagdo, irresponsividade ao toque fisico ou movimentos
estereotipados e repetitivos. Além disso, nenhuma animal morreu durante os experimentos,
especialmente ap6s a administragdo do extrato.

O presente estudo mostrou de forma inédita que o extrato alcoolico de Leucopaxillus
sp apresenta atividade antinociceptiva na 2°* fase, mas ndo na 1* fase, do teste da formalina
1%. Este efeito foi com o farmaco controle paracetamol na dose de 200 mg/ Kg empregada no
estudo. Estudos mostram que a capacidade do paracetamol de inibir ambas as fases do teste da
formalina sdo dependentes da dose, ja que com 300 e 400 mg/Kg ela produz antinocicepcao
bifasica (TJOLSEN et al., 1992; BONNEFONT et al., 2003). Dessa forma, é possivel que em
doses mais altas o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp seja capaz de inibir ambas fases do
teste.

No estudo também foi observado que o extrato alcoolico de Leucopaxillus sp reduz de
forma significativa o niimero de respostas nociceptivas na fase intermediaria do teste da
formalina. A fase intermedidria ¢ caracterizada pela reducdo significativa e temporaria das
respostas comportamentais nociceptivas em virtude ativagdo de mecanismos de controle
enddgeno da nocicepcao (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992). Nesse sentido,
¢ possivel que o efeito antinociceptivo do extrato envolva algum grau de ativagdo de
mecanismos endogenos da dor, apesar de ndo se observar inibi¢cdo da primeira fase do teste da
formalina.

O paracetamol também, quando administrado por via oral, também produz efeito
antinociceptivo mediado por ativagdo de mecanismos enddégenos moduladores da dor. Esses
mecanismos ativados podem envolver a participagdo de neurotransmissores tais como a
serotonina de origem supra-espinal, especialmente das vias serotoninérgicas do bulbo espinal

(RAFFA et al., 2000; MILLAN et al., 2002). No entanto, o paracetamol pode produzir
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antinocicepgdo por inibicdo da transmissdo nociceptiva periférica por mecanismo ndo
inflamatorios, uma vez que este farmaco tem atividade discreta sobre COX-1 e COX-2
(AMINOSHARIAE; KHAN, 2015).

Pela similaridade no perfil de resposta com o paracetamol, ¢ possivel supor que o
extrato alcoolico de Leucopaxillus empregados no estudo produza efeitos antinociceptivos
envolvendo mecanismos centrais e periféricos. Todavia, os mecanismos atribuidos ao extrato
nesta pesquisa s6 poderdo ser confirmados com futuros testes adicionais, evolvendo utilizagdo
de antagonistas farmacoldgicos dos neurotransmissores envolvidos com a agdo central da
nocicep¢do, bem como avaliagdo dos niveis dos principais mediadores periféricos da
inflamacdo, tais como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 ¢ PGE, (HUNSKAAR; HOLE, 1987;
TJOLSEN et al., 1992; COTRAN et al., 2000; SYKES et al., 2014).

Estudos empregando fungos que pertencem da familia Tricholomataceae, a qual os
fungos Leucopaxillus pertencem, corroboram os resultados alcangados no presente estudo. O
extrato aquoso do micélio de Pleurotus sajorcaju reduziu as contor¢des abdominais na
dosagem de 1000 mg/kg no modelo de dor visceral induzido por 4cido acético, mas nao
reduziu as respostas nociceptivas no teste da placa quente em camundongos. J4 o extrato
metanolico do micélio de Pleurotus sajorcaju reduziu as respostas nociceptivas tanto no teste
de contor¢@o abdominal induzida por acido acético quanto no teste da placa quente (PATEL
etal, 2011).

Resultados semelhantes mostram que Pleurotus ostreatus reduz significativamente as
respostas nociceptivas em ambas as fases do teste da formalina (VASUDEWA et al., 2007).
Por fim, Kudahewa e colaboradores (2008) mostraram que a administracdo de extrato de
Pleurotus cystidiosus, um cogumelo comestivel, inibe a resposta nociceptiva no teste da placa
quente e no teste de retirada de cauda. Neste sentido, tais evidéncias reforcam os achados do

presente estudo de que fungos basidiomicetos podem produzir inibi¢do da nocicepcao através
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de mecanismos que envolvem o SNC e periférico. No entanto, no presente estudo o extrato de
Leucopaxillus ndo inibiu bem como modulag@o da resposta inflamatéria (KUDAHEWA, et al.
2008).

O presente estudo também observou que extrato de Leucopaxillus reduziu
significativamente a intensidade e duracdo do edema de pata induzido por injecao intraplantar
de carragenina a 1%, indicando propriedades anti-inflamatdrias deste fungo. No entanto, este
efeito anti-inflamatério foi menos intenso quando comprado ao efeito da indometacina, o
farmaco anti-inflamatério ndo esteroidal usado como controle positivo no estudo. Como ja
relatado, o efeito menos intenso do que do fairmaco padrdo pode estar associado a dose do
extrato empregado no estudo. Neste sentido, ¢ necessario estudos com doses mais altas do
extrato de Leucopaxillus para verificar se o efeito pode ser incrementado. A indometacina
otimiza a resposta anti-inflamatoria, reduzindo ndo s6 sua intensidade como a duragdo do
edema, uma vez que este farmaco atua predominantemente na inibicdo das ciclooxigenases
(COX1 e COX2) (ALVAN, et al, 1975; DI ROSA et al, 1971a; CHEN, et al,
1995).

A resposta inflamatoria induzida por carragenina ¢ dividida em trés fases distintas,
caracterizadas conforme agdo dos respectivos mediadores inflamatérios liberados ao longo do
tempo. Assim, o pico do edema de pata se desenvolve na terceira fase (3* hora). Neste estudo,
foi observado que o extrato de Leucopaxillus reduziu o pico do edema na terceira fase.
Portanto, ¢ possivel sugerir que o efeito anti-inflamatorio do extrato estd associada a
interferéncia da acdo de mediadores pro-inflamatorios da terceira fase, tal como a PGE2 (DI
ROSA et al., 1971a; DI ROSA et al., 1971b; KENNE; RENNE, 2014).

Apesar de ainda ndo haver estudos utilizando extrato do género Leucopaxillus para
aplicacdo no teste de inflamagdo induzida por carragenina 1%, existem pesquisas semelhantes

com a mesma familia Tricholomataceae. A espécie Pleurotus pulmonarius foi avaliada quanto
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ao seu potencial anti-inflamatorio no teste de edema de pata induzido por carragenina 1%, nas
concentragcdes de 500 e 1000 mg/kg, onde observou que foi significativamente eficaz na
reducdo do edema, sugerindo, assim, potencial terapéutico para P. pulmonarius como agente
anti-inflamatorio (JOSE et al., 2002).

Outro estudo analisou a ag¢do dos polissacarideos do micélio (MSPS) de Hypsizigus
marmoreus (Tricholomataceae), nas doses de 200, 400 e 800 mg/ kg, em camundongos com
lesdo pulmonar induzida lipopolissacarideos (LPS) (5mg/ kg — intraperitoneal). As
investigacoes indicaram que MSPS melhorou as lesdes pulmonares na dose de 800mg/ Kg,
pela acdo anti-inflamatoria relacionada aos efeitos antioxidantes dos polissacarideos (LIU et
al., 2018). Os compostos anti-inflamatorios identificados nos cogumelos incluem
polissacarideos, acidos graxos, acidos fendlicos, esteroides, terpenos e outras biomoléculas.
Possivelmente os resultados dessa pesquisa sdo apoiados nessa constitui¢do quimica. No
entanto, sao necessarios mais estudos para confirmar esse potencial (TAOFIQ et al. 2016).

A caracterizagdo dos polissacarideos de cogumelos foi descrita nos isolados de
Pleurotus pulmonarius, Agaricus bisporus, A. brasiliensis e Cordyceps militaris. Para isso
foram testados em linhagem monocitica de células humanas THP-1, onde observaram a
presenca de p-glucana-(1->6), de a-glucana- (1->4)-(1->6) e de manogalactana nos
polissacarideos, com diferentes propor¢des. Os extratos brutos dos basidiomicetos foram
testados em macrofagos. Pode-se observar efeito anti-inflamatorio nas células contra os LPS,
mas ainda precisa ser esclarecida a via de atuacdo, sendo uma possivel explicagdo, a
competicdo pela ligagdo com o mesmo receptor de membrana dos LPS (SMIDERLE, F. R. et
al., 2012).

Apesar de apresentarem quantidades reduzidas de gorduras totais, os cogumelos
principalmente da ordem Agaricales possuem alta porcentagem de 4cidos graxos

poliinsaturados (PUFA), constituidos por diversas classes de lipideos, incluindo os acidos

63



graxos livres, mono-triglicérideos, esterois, terpenodides e fosfolipideos, destacando-se a
lecitina (BORCHERS et al., 1999; NOVAES; NOVAES, 2005). Estes também possuem a¢ao
anti-inflamatoria, ao reduzir a sintese de derivados do AA tais como PGE>, TXA2, PGl e
LTB4 (KREMER, 2007; MESQUITA et al., 2011).

Os acidos fendlicos também possuem potencial anti-inflamatoério, expressado por meio
de mecanismos que envolvem a inibicdo de formacao de um dos principais mediadores pro-
inflamatorios, os leucotrienos. Essa resposta se da por meio da redugdo da expressdo da
enzima S-lipoxigenase responsavel pela oxidacdo do AA e, por fim, formagdo dos
leucotrienos (MURIEL, 2009; GUGLIUCCI; BASTOS, 2009; GUGLIUCCI et al., 2009).

Os glicocorticoides sdo uma classe de hormdnios esteroides também presentes nos
cogumelos, que desempenham um importante papel no controle do sistema imunolégico.
Devido a sua natureza lipofilica, difunde-se rapidamente para as células e ligam-se ao
receptor de glicocorticoide citosolico. O complexo ativado migra para o nicleo, onde suprime
a expressdo de proteinas pro-inflamatoérias e melhora a expressdo de proteinas anti-
inflamatorias (SCHACKE et al., 2002; REVOLLO; CIDLOWSKI, 2009; DE BOSSCHER et
al., 2010).

Os terpenos estdo representados nos cogumelos principalmente pelos triterpenos
(SULKOWSKA-ZIAJA et al., 2017). Alguns estudos com Agaricales evidenciaram que 0s
compostos de triterpenos reduzem a quantidade de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q,
IL-6, IL-1B, IL-10, NO, PGE2 ¢ COX-2. No entanto sdo necessarios mais estudos para
verificar as vias de ativagio (DUDHGAONKAR et al.,, 2009; HASNAT et al., 2015;
SULKOWSKA-ZIAJA et al., 2017).

Nesta pesquisa, também foi possivel observar que o pré-tratamento com o extrato de
Leucopaxillus aumentou a atividade locomotora total no teste do labirinto em cruz elevado, de

forma significativa na dosagem de 100 pg/ml, quando comparados com o grupo controle
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tratado com salina. A auséncia de imobilidade nos animais tratados reforga a suposi¢do de que
os efeitos antinociceptivos periféricos, analisados nos testes da formalina, ndo estdo
associados a possiveis efeitos sedativos ou que comprometam a capacidade do animal de
gerar respostas comportamentais, tais como os comportamentos nociceptivos. Farmacos que
aumentam a atividade locomotora normalmente se enquadram na classe dos
psicoestimulantes, alucindgenos e ansioliticos. O aumento da atividade locomotora pode
decorrer de propriedades ansioliticas que se assemelham ao farmaco controle diazepam
empregado no estudo.

Na dose de 2 mg/Kg o diazepam, um farmaco benzodiazepinico, ¢ desprovido de
efeito sedativo. Pelo contrario, nesta dose o diazepam apresenta significativo aumento da
atividade locomotora como consequéncia de seu efeito ansiolitico e consequente aumento de
sua atividade exploratoria (CRAWLEY; DAVIS, 1982; BROWN et al., 1999; KASH et al.,
1999; SHIMADA et al., 1995; CHOLERIS et al, 2001).

Por fim, o presente estudo demonstra pela primeira vez que os fungos do género
Leucopaxillus, ainda pouco explorados, podem compreender importantes fontes naturais para
a descoberta de compostos com aplicacdo farmacéutica. Com o presente estudo foi possivel
adicionar a propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias a lista de propriedades
bioldgicas ja descritas tais como antiproliferativa, antioxidante e antimicrobiana. Estes
resultados abrem perspectivas para o desenvolvimento de terapias complementares para o

tratamento da inflamagao e dor.
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7. CONCLUSAO

. Os fungos identificados sdo pertencentes a ordem Agaricales (fungos n® 5.302, 5.314 ¢
5.321), ao género Leucopaxillus (fungos n° 5.273) e ao género Oudemansiella (fungo n°
5.280);

. O extrato alcoolico dos fungos n°® 5.280, 5.302, 5.314 e 5.321 apresentam CCso sobre
células HepG2, acima de 500 pg/ml, e o extrato de Leucopaxillus (5.273) apresenta CCso de
54,9 pg/ml;

. O extrato alcdolico de Leucopaxillus inibe a resposta nociceptiva na 2* fase
(inflamatdria), mas ndo 1* fase (neurogénica), do teste da formalina a 1%;

. O extrato alcoolico de Leucopaxillus reduz a durag@o e atenua a intensidade do edema
de pata no teste da carragenina a 1%;

. O extrato alcoolico de Leucopaxillus aumenta a atividade locomotora no teste do

labirinto em cruz elevado;
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RESUMO

Os fungos comumente conhecidos como cogumelos, estao inclusos na ordem Agaricales e
pertencem a classe Agaricomycetes, com grande valor ecolégico e econdmico para o
planeta, visto que possuem representantes comestiveis, medicinais, alucindgenos,
micorrizicos, saprofitas, parasitas, entre outros. No Brasil, pais composto por varios biomas,
os dados taxondmicos descritos de Agaricales ainda s&o escassos. Assim, o0 objetivo desta
revisao sistematica foi analisar a diversidade e distribuicao 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 excluséo 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%
sao referentes ao bioma Mata Atlantica, 22,2% Caatinga, 13,3% Amazoénia, 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 e 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 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
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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 and Agaricus.

Os fungos formam um dos principais grupos de organismos para os ecossistemas,
compreendendo um componente funcional importante para a aquisicao 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). Sao capazes de habitar diversos substratos, todavia, o de maior predominancia, séo
solos de composi¢des variadas, normalmente com matéria organica em decomposic¢ao, ou
madeiras e serragens (WARTCHOW, 2018).

O reino Fungi compreende organismos eucariontes, heterotréficos, 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 dimensao, tonalidade, presencga de véu ou volva (HIBBETT et al., 2014).

Fungos pertencentes a ordem Agaricales podem ser saprofitos, parasitas,
patogénicos ou comestiveis (SCHMIDT-DANNERT, 2016). Estes sdo componentes
essenciais da degradagdo de matérias organicas, fornecendo habitat e alimento para
muitos organismos, desempenhando um papel critico na fungdo dos ecossistemas
florestais (SPITELLER, 2015; SCHMIDT-DANNERT, 2016). Além disso, este grupo vem



recebendo atencido 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
sao 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, estao registradas 924 espécies de Agaricales no Brasil distribuidas em 139
géneros. Esses valores representam dados depositados em herbarios, sendo aceitos pela
base de dados da Flora do Brasil 2020, dessa forma, nem todos estes estdo publicados em
trabalhos cientificos (MAIA et al., 2015).

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

Nesse sentido, o objetivo desta revisdo sistematica foi analisar a diversidade e

distribuigcdo de fungos Agaricales no Brasil.

O presente estudo é uma revisao sistematica, baseada em Pereira e Galvao (2014),
seguindo os seguintes passos:

a) Pergunta de pesquisa: Quais sao 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;

d) Os critérios para exclusdo foram artigos duplicados (encontrados em mais de
uma base de busca), ndo contemplaram o objetivo da pesquisa e estudos realizados fora

do Brasil;



e) Extragdo dos dados: Foram selecionados 45 trabalhos, sendo vinte e um (21)
da Mata Atlantica, dez (10) da Caatinga, seis (6) sobre o bioma Amazbnia, 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 introdugao e enriquecimento 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) Redacgédo e discussao dos resultados: A descrigéo e discusséo dos dados estao

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

Tabela 1. Publicagbes sobre Agaricales ocorrentes no Brasil.

Bases Total Selecionados
Google Académico 362 20
Scielo 23 20
Pubmed 38
Science Direct 203 3
Total 626 45

3.1 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%, Amazénia e Pampa com 13,3% cada e
Cerrado com 4,6% dos trabalhos, e para o bioma Pantanal ndo 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 (1,4%), Deconica (1,4%), Pholiota

(1,4%), Leratiomyces (0,7%), sendo estes relatados pelo menos em dois biomas distintos.
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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 os com
maior ocorréncia Marasmius (9,7%), Lepiota (6,5%) e Agaricus (4,8%), conforme Figura 2.

Foram relatados como primeira ocorréncia 108 espécies, divididas em 13 familias:
(35%) Agaricaceae: Agaricus cf. brunneostictus, A. cf. violaceosquamulosus, A.
Jjunquitensis, 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 Kiuhner, L. subamanitiformis, L. subclypeolaria, L. subisabellina; Macrolepiota
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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, I. 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.

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.
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Figura 2. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Mata Atlantica — Brasil.
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Figura 3. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Caatinga — Brasil.

No bioma Amazénia 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.

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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Figura 4. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Amazdnia.

Chondrostereum coprosmae
Crucibulum laeve

Nidularia pulvinata

Panellus pusillus

Porodisculus pendulus

Géneros Identificados

Schizophyllum spp.

Tulostoma exasperatum

T T T

0 2 4 6 8

Quantitativo de Identificagdes

Figura 5. Diversidade de Agaricales descritos no bioma Cerrado — Brasil.
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3.2 DISCUSSAO

Os biomas brasileiros abrigam uma porgao significativa da biodiversidade mundial,
constituindo importantes centros devido aos altos niveis de riqueza 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 que a ampla diversidade e espectro
taxondmico 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 Amazonia, com 87 fungos
relatados. Os estudos foram realizados nos estados do Amapa, Amazonas, Para,
Rondbnia, Tocantins e Maranhdo, € 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 regides tropicais do que em regides temperadas (HAWKSWORTH, 2004;
WARTCHOW et al., 2012). Dessa forma, a Amazénia Brasileira tem um papel importante
na conservacao da diversidade, consistindo na maior extensao 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 fendmenos 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 fungica 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 identificagao de 12 fungos pertencentes a ordem Agaricales. Os estudos foram
realizados nos estados de Sao Paulo e Mato Grosso. O bioma Cerrado é 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 realizagao 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 regiao
(ROESCH et al., 2009). O bioma do Pantanal ndo apresentou trabalhos nesta analise,
sendo observado que mudangas no solo afetam diretamente a comunidade de fungos
(MERCANTE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018). Apesar do bioma Pantanal ser conhecido
como uma zona umida e responsavel pelo equilibrio do sistema ecolégico de toda a regiao,
estes sado considerados como desconhecido (MERCANTE et al., 2011).

Apesar da caréncia de pesquisas, em algumas regides, que venham elucidar a
importante diversidade de Agaricales (SANTA-BRIGIDA et al., 2019). H4 um agravante
presente em todos os biomas brasileiros, com relagdo as mudancas devido a intensa
degradacdo e destruicdo pelas atividades antrépicas (TABARELLI et al.,, 2010).
Prejudicando muitas espécies de fungos, importantes para a diversidade do ecossistema,

e que muitas vezes nao chegaram a ser identificados (OLIVEIRA et al., 2018).

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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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 produgéo de compostos bioativos. Assim, o presente trabalho, objetivou realizar
uma revisao sistematica 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 metodoldgica 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 numero de
pesquisas; as familias Pleurotaceae e Agaricaceae e os géneros Pleurotus spp. e Agaricus
spp. séo os mais frequentes; e a principal atividade biolédgica relata aos cogumelos € a anti-
inflamataria.

Palavras-chave: Cogumelos, Pleurotus e Anti-inflamatorio.

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"
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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.

Keywords: Mushrooms, Pleurotus and Anti-inflammatory.

O filo Basidiomycota é composto pelos macrofungos, conhecidos pelo amplo
emprego na medicina tradicional. Estes fungos sao capazes de sintetizar uma alta
variedade de compostos bioativos, despertando a atengao dos pesquisadores e estando
entre 0os 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, SOKOVIC, 2017; SAJON et al., 2018).

Os compostos bioativos de basidiomicetos com valor medicinal incluem
principalmente metabdlitos secundarios, como terpenos, esteroides, antraquinonas,
derivados do acido benzdico e quinolonas, mas também de alguns metabdlitos primarios
como acido oxalico, peptideos e proteinas (YASIN et al., 2019). Esses compostos s&o os
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 acao 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). J& os cogumelos do género
Pleurotus ocupam o segundo lugar no mercado mundial de cogumelos e s&o os mais
populares na China, sendo o P. ostreatus valorizado nao s6 pelo seu sabor, mas também
pelas suas qualidades nutricionais, especialmente nas dietas vegetarianas (BELLETINI et
al., 2019).

A espécie Clitopilus passeckerianus nédo € um cogumelo muito conhecido como a
maioria, no entanto, se destaca por ser o Unico basidiomiceto a produzir um antibidtico
chamado de pleuromutilina que levou a geragao de derivados comerciais, que sao 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 sistematica sobre as atividades biolodgicas de fungos da ordem

Agaricales (Agaricomycetes).

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

a) Elaboragdo da pergunta de pesquisa: Quais as principais atividades biolégicas
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), 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 publicagao (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) Extragdo dos dados: Apds a avaliagdo 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 informagbes: espécie, familia,
apresentacdo farmacoldgica, atividade bioldgica e referéncias. Além dos artigos
selecionados, também foram utilizados outros trabalhos para elaboragao da introducao e
enriquecimento da discussio deste artigo.

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

f) Redacao e discussao dos resultados: A descrigédo e discussado dos dados, estao no

tépico 3 do presente trabalho.

Apos a avaliagao dos artigos foram selecionados um total de 34 trabalhos, conforme
descrito na tabela 1, os quais foram utilizados nos resultados e discussao do presente

estudo.

Tabela 1. Artigos selecionados com atividade bioldgica para Agaricales utilizando
descritores e bases de artigos cientificos.

_ ] Science .
Descritores SciELO  BVS Pubmed . Total Selecionados
Direct
Agaricales” AND ,Antl— 0 69 241 46 356 28
Inflammatory’
”Aga.rlca!es AN? 0 ) 11 6 19 4
antinociceptive
’:Agarlcales ANI’? 0 0 17 0 17 1
Antidepressive
“Agaricales” AND
“Anti-Anxiety” 0 2 ! . w '
Agaricales” AND 0 2 18 5 25 0

“Anticonvulsants”

Total 34



Analisando os dados encontrados na presente revisao, 100% dos estudos realizados
com atividade biolégica de Agaricales sao de carater experimental, utilizando testes em
animais ou avaliagao de atividades celulares, ndo havendo relatos de ensaios clinicos.

Constatou-se que os estudos desenvolvidos com o objetivo de avaliar a atividade
biolégica 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 observacgao de que nao foram encontrados artigos cientificos na biblioteca eletrénica

SciELO, caracterizada principalmente pela publicacdo de pesquisas latino-americanas.
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Figura 1. Numero de pesquisas realizadas com Agaricales no Mundo.

A baixa produgdo 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 € 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 biolégicas 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 farmacolégicas
(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 bioldgicas, foram
Pleurotaceae, com 7 espécies (28%), e Agaricaceae com 6 espécies (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
biolégicas.

Esta frequéncia de atividades bioldgicas 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 fungdes 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 prevencao do estresse
oxidativo, reducao nos niveis séricos de TNF-a atuando na resposta inflamatéria (GAO et
al., 2017) e efeito renal-protetor associado a diminuicdo 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 bioldgicas: anti-inflamatdrio (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 agdes bioldgicas relatadas. O processo inflamatério trata-se de uma
resposta fisiolégica 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, ativagao enzimatica, migragao celular, liberagao de mediadores,
sensibilizagdo e ativacdo de receptores (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Os macréfagos
sao células principais na resposta inflamatdria e libera uma variedade de fatores como éxido
nitrico (NO), mediadores de prostaglandina e citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1b, IL-
6) em resposta a ativagao de estimulos, como o lipopolissacarideo (LPS) (MA et al., 2013;
SAAD et al., 2018).



As atividades anti-inflamatdrias associadas aos basidiomicetos estdo relacionadas
diretamente com a inibicdo da liberacao das enzimas pré-inflamatdrias, contribuindo para a
supressao da cascata inflamatéria. Dentre os trabalhos analisados, o extrato aquoso de
Agaricus bisporus, apresentou intensa atividade anti-inflamatéria pela inibicado de producao
de o6xido nitrico e TNF-a (SAAD et al., 2018) e o acido linoleico isolado de Agaricus
brasiliensis por intermédio da inibicdo do 6xido nitrico e supressdo de citocinas pro-
inflamatadrias (SAIKI et al., 2017).

No desenvolvimento metodolégico, néo 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 relagcao direta com a agao anti-inflamatéria, em
vista que, a inibicao da liberacao de fatores pré-inflamatorios reduzem o estresse oxidativo
(CARVALHO; LEMONICA 1998, GAO et al., 2019). Os macréfagos e neutréfilos, 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
s&o produzidas em abundancia (VOLTARELLI, 1994; CEBIN et al., 2018.).

Aliada a agao anti-inflamatéria também foram encontrados as seguintes atividades
bioldgicas: protegao pulmonar pela diminuicdo dos niveis séricos de PCR (GAO et al.,
2019), acao neurotrofica e anti-neuroinflamatéria, pelo efeito inibitério na expressdo da
oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) (YIN et al., 2019.),
reducao do desenvolvimento de Sarcoma (WISBECK et al., 2017), efeito inibitorio contra
células de cancer de colon humano (HU et al., 2018) e atuagao na dor inflamatéria (ABREU
et al., 2019).

A dor inflamatdria trata-se de um evento decorrente da liberacdo de mediadores
inflamatérios, que provocam ativagao e/ou sensibilizacdo dos nociceptores. Deste forma a
atuacao do 3 -D-glucano isolado de Pholiota nameko, atua nas respostas ao alivio da dor
por meio da inibicdo dos mediadores pré-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 sao escassos, apesar
do reconhecimento da presenca de substancias psicoativas nestes fungos. A psilocibina &
uma substancia encontrada nas espécies do Género Psilocybe (Agaricomycetes) e que
possui aplicagdes 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
depressdo e aproximadamente 18,6 milhdes de brasileiros sdo diagnosticados com
transtornos de ansiedade. Estas doengas 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 néo
apresentam boa resposta ao tratamento com os medicamentos padrbes, provocando a
elevacao da dose terapéutica e o desenvolvimento de reagdes adversas, o que justifica a
busca de novas ferramentas farmacolégicas e elucidacao a respeito dos padrdes celulares
e 0 neurocircuito das doengas neuropsicolégicas (MOEZI et al., 2015; APACZ et al., 2016).

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

Em relacao as atividades biolégicas de Agaricales, os paises asiaticos, como China e
Coreia do Sul, tem o maior niumero de pesquisa, sendo as familias Pleurotaceae e
Agaricaceae as mais frequentes, assim como, os géneros Pleurotus spp. e Agaricus spp. A

principal atividade bioldgica relata aos cogumelos é a anti-inflamatéria.
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