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RESUMO

No cendrio contemporaneo, cerca de 4 milhdes de pessoas por ano sdo acometidas por ulcera
péptica em todo o mundo, tratando-se de um grave problema de saide publica. Nos tltimos anos,
extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis t€ém se tornado cada vez mais populares devido a sua
longa histdria para tratamentos de doengas devido seus efeitos anticancer, imunomoduladores,
anti-inflamatdrios, antitumorais, antiviral e propriedades antioxidantes. Dessa forma, este
trabalho visa estudar extratos do cogumelo A. brasiliensis, quanto sua composi¢do quimica e
atividades bioldgicas in vitro e in vivo, visando avaliar sua atividade gastroprotetora. Realizou-
se o preparo de trés extratos do cogumelo, um hidroalcéolico (70%) (EEAb), os demais aquosos
contendo (EAAb) ou ndo (EASP) os polissacarideos do cogumelo. A estes realizou-se as
identificacOes das principais classes de metabdlitos secundarios (qualitativamente, putativamente
e estruturalmente), composi¢do quimica, quantificagdo do composto majoritario, bem como dos
teores de compostos fendlicos e por fim a avaliacao da atividade antioxidante. Ademais, para o
extrato mais promissor (mediante os resultados obtidos nas andlises supracitadas) foi avaliado o
seu efeito gastroprotetor e as possiveis vias de atuacdo. Os rendimentos obtidos para os extratos
foram de 53,53% (EEAD), 54,08% (EAADb) e 51,50% (EASP), garantindo a estes a presenca de
diversas classes de metabdlitos secunddrios, como os alcaldides, catequinas, cumarinas,
esteroides livres, fendis, flavonoides, resinas, saponinas e xantonas (de forma qualitativa). A
quantificagdo de CHNS-O pela andlise elementar se mostrou bastante similar para os extratos,
apresentando leves variacdo nos teores de enxofre e oxigé€nio. Dentre os muitos compostos
putativamente identificados por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC-QTOF-MSE)
destacam-se a presenca do manitol, 4cido malico, 4cido piroglutdmico, L-agaritina e L-valina.
Pelos resultados dos espectros das andlises feita por espectroscopia de Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN), observou-se sinais intensos similares ao do manitol, confirmado posteriormente
também pela andlise do padrdo de manitol na técnica de cromatografia em camada delgada
(CCD) para os extratos. A quantificacdo do manitol por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) nos extratos obteve teores de 40,81 + 0,74%, 31,25 £ 1,25% e 73,10 + 0,24% para os
EEAb, EAAb e EASP, respectivamente. Em relacdo aos teores de fendis totais (mg EAG/g) e
flavonoides (mg EQ/g) para os extratos foram obtidos 89,23 + 2,56 e 14,33 + 0,07 para o EEAD,
60,17 £ 3,92 e 9,37 = 0,18 para o EAAb e 55,04 + 1,48 e 8,11 £ 0,18 para o EASP,
respectivamente. Estes resultados corroboraram com as boas atividades antioxidantes em termos
de concentracdo eficiente (CEso) para os extratos, sendo 117,04 + 0,76 ng mL, 156,95 + 4,80
ug mL! e 290,98 + 6,77 ug mL! para os EEAb, EAAb e EASP, respectivamente. Para os



resultados de capacidade de quelacdo do ion ferroso (ug mL™!) foram obtidos 619,25 + 1,59 para
o EEADb, 675,14 £ 1,82 para o EAADb e 2206,45 + 14,07 para o EASP, respectivamente. Mediante
os resultados mais promissores, 0 EEAb foi escolhido para seguir com o estudo bioguiado para
o teste de Ulcera géstrica (nas doses de 5, 25 e 50 mg kg™!), assim como avaliar as possiveis vias
de atuaciio. O EEAb nas doses de 25 e 50 mg kg'! apresentaram boa resposta gastroprotetora no
modelo de tlcera gastrica induzida por etanol absoluto. A dose de 25 mg kg™! do EEAD foi
escolhida para o estudo das vias, o que apresentou modulacdo/atuacao nas vias do 6xido nitrico
(NO) e das prostaglandinas. Desta forma, conclui-se que o EEAb apresentou atividade
gastroprotetora mediante a reducdo do estresse oxidativo, reducdo dos parametros
histopatoldgicos e diminui¢do da mastocitose, devido seus metabdlitos secunddrios atuarem nas

vias do 6xido nitrico (vasodilatacdo) e das prostaglandinas (produ¢@o de muco e bicarbonato).

Palavras-chave: Agaricus blazei Murill; metabdlitos secundérios; UPLC-QTOF-MSEF; dlcera

gdstrica.



ABSTRACT

In the contemporary scenario, about 4 million people a year are affected by peptic ulcer
worldwide, which is a serious public health problem. In recent years, extracts from the
mushroom Agaricus brasiliensis have become increasingly popular due to its long history for
treating diseases due to its anticancer, immunomodulatory, anti-inflammatory, antitumor,
antiviral and antioxidant properties. Thus, this work aims to study extracts from the mushroom
A. brasiliensis, regarding their chemical composition and biological activities in vitro and in
vivo, in order to evaluate their gastroprotective activity. Three extracts of the mushroom were
prepared, one hydroalcoholic (70%) (EEAD), the other aqueous containing (EAAb) or not
(EASP) the mushroom polysaccharides. These were carried out to identify the main classes of
secondary metabolites (qualitatively, putatively and structurally), chemical composition,
quantification of the major compound, as well as the levels of phenolic compounds, and put an
end to the evaluation of antioxidant activity. Furthermore, for the most promising extract
(through the results obtained for the aforementioned analyses) its gastroprotective effect and
possible ways of action were evaluated. The yields obtained for the extracts were 53.53%
(EEADb), 54.08% (EAAb) and 51.50% (EASP), guaranteeing them the presence of several
classes of secondary metabolites, such as alkaloids, catechins, coumarins, free steroids, phenols,
flavonoids, resins, saponins and xanthones (qualitatively). The quantification of CHNS-O by
elemental analysis proved to be very similar for the extracts, with slight variations in sulfur and
oxygen contents. Among the many compounds putatively identified by Ultra Efficiency Liquid
Chromatography (UPLC-QTOF-MSF) stand out the presence of mannitol, malic acid,
pyroglutamic acid, L-agaritin and L-valine. From the results of the spectra of the analyzes
performed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy, intense signals similar to
those of mannitol were observed, confirmed later also by the analysis of the mannitol pattern
in the thin layer chromatography (TCD) technique for the extracts. The quantification of
mannitol by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) in the extracts obtained levels
of 40.81 £0.74%, 31.25 + 1.25% and 73.10 + 0.24% for EEAb, EAAb and EASP, respectively.
Regarding the contents of total phenols (mg EAG/g) and flavonoids (mg EQ/g) for the extracts,
89.23 £2.56 and 14.33 £ 0.07 for EEAb, 60.17 £3 .92 and 9.37 + 0.18 for the EAAb and 55.04
+ 1.48 and 8.11 + 0.18 for the EASP, respectively. These results corroborate the good
antioxidant activities in terms of efficient concentration (ECso) for the extracts, being 117.04 +
0.76 ng mL™!, 156.95 = 4.80 pg mL™!' and 290.98 + 6 .77 pg mL™! for EEAb, EAAb and EASP,

respectively. For the ferrous ion chelation capacity (ug mL™) results, 619.25 + 1.59 were



obtained for EEAb, 675.14 + 1.82 for EAAD and 2206.45 + 14.07 for EASP, respectively. Due
to the most promising results, the EEAb was chosen to proceed with the bioguided study for
the gastric ulcer test (at doses of 5, 25 and 50 mg kg™!), as well as to evaluate the possible routes
of action. EEAb at doses of 25 and 50 mg kg™! showed a good gastroprotective response in the
model of gastric ulcer induced by absolute ethanol. The dose of 25 mg kg™! of EEAb was chosen
for the study of the pathways, which showed modulation/action on the nitric oxide (NO) and
prostaglandin pathways. Thus, it is concluded that EEAD presented gastroprotective activity by
reducing oxidative stress, reducing histopathological parameters and decreasing mastocytosis,
due to its secondary metabolites acting in the nitric oxide (vasodilation) and prostaglandins

(mucus and bicarbonate production) pathways.

Keywords: Agaricus blazei Murill; secondary metabolites; UPLC-QTOF-MSE; gastric ulcer.
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1 INTRODUCAO

O estdmago € um dos principais 6rgdos componentes do sistema gastrointestinal,
dividindo-se anatomicamente em quatro regides: cdrdia, fundo, corpo e piloro
(MAHADEVAN, 2017). Em condi¢des fisiol6gicas, exerce a digestdo quimica e enzimdtica do
bolo alimentar, a partir da liberagdo de HCI e pepsina, respectivamente. Ademais, realiza
fun¢des hormonais, a partir da secre¢do do fator intrinseco, estando sua auséncia relacionada
com a anemia perniciosa (VAN DRIEL; TU; GLEESON, 2014). Dentre as principais patologias
que acometem esse 0rgdo, tem-se: gastrites, polipos géstricos, hérnia de hiato, dlcera péptica e
as neoplasias gastricas (KEMPENICH; SIRINEK, 2018; LANAS; CHAN, 2017).

No cendrio contemporaneo, cerca de 4 milhdes de pessoas por ano sao acometidas por
tlcera péptica em todo o mundo, tratando-se de um grave problema de satide publica (CHAO
etal.,2019), além de ser o terceiro cancer que mais mata e o quinto diagnosticado (VENERITO
et al., 2019). De modo geral, as ulceras gastricas sdo lesdes que se desenvolvem no estdmago
e duodeno proximal, sendo uma doenca que afeta cerca de 10% dos adultos pelo menos uma
vez na vida (KUNA et al., 2019). O seu aparecimento estd relacionado com infeccdes por
Helicobacter pylori, tabagismo, etilismo, uso prolongado dos anti-inflamatérios ndo-esteroidais
e aumento do estresse oxidativo (OPPONG et al., 2015). Além disso, estudos apontam que ha
um estreito vinculo entre a tlcera péptica e o adenocarcinoma géstrico (PROCTOR; DEANS,
2014).

Contudo, com as recorréncias em hospitais apds 0s exaustivos tratamentos e os efeitos
colaterais indesejaveis no decorrer do tratamento, vivenciado por pacientes, t€m-se
impulsionado a busca por medicamentos antiulcerosos que diminuam as incidéncias de
recorréncias destes nos hospitais, bem como oferecam melhores protecdao contra as ulceras
gastricas (SHEN et al., 2017; WU et al., 2018).

Devido a boa compatibilidade, baixa toxicidade e minimos efeitos colaterais, tem-se
estimulado estudos com produtos naturais buscando a descoberta de novos compostos com
atividades diversas para a drea farmacoldgica, inclusive compostos com atividade
gastroprotetora (AHMAD, et al., 2019a; SANTOS et al., 2019).

Nos tdltimos anos, os extratos e polissacarideos do cogumelo Agaricus brasiliensis tém
se tornado cada vez mais populares devido a sua longa histéria com tratamentos para doengas,
associados a seus efeitos anticincer, imunomoduladores, anti-inflamatdrios, antitumorais,
antioxidantes e propriedades antivirais (LIMA; GRIS; KARNIKOWSKI, 2016; ZHAI,
WANG; HAN, 2015). As atividades de redugdo do colesterol, tlceras géstricas e problemas
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digestivos também sdo relatadas na literatura para espécie, sendo seus mecanismos de acao
ainda desconhecidos. A intensa divulgacdo na web e nos meios de comunica¢do de massa para
fins comerciais leva muitas pessoas a utilizd-lo para esses tipos de doencas sem nenhum
conhecimento cientifico ainda elucidado para o cogumelo (FIRENZUOLI; GORI;
LOMBARDO, 2008).

Além disso, extratos aquosos e alcalinos do cogumelo A. brasiliensis provindos da
empresa AndoSan™, (ACE Co. Ltd., Gifu-ken, Japao) apresentaram muitos compostos com
atividades farmacolégicas de grande interesses, como os f-imunomoduladores, a-glucanos,
proteoglucanos, lectinas, ergosterol (provitamina D2), agaritina, isoflavonéides, substincias
antioxidantes, substancias antiinflamatérias e o esteréide 4-hidroxi-17-metilincisterol (4-HM)
(THERKELSEN et al., 2016a). Neste mesmo trabalho os extratos foram administrados em um
modelo duplo-cego controlado por placebo (em cinquenta pacientes com colite ulcerativa
sintomdtica por um periodo experimental de vinte e um dias) e conseguiram comprovar a
melhora na qualidade de vida em pacientes, devido ao efeito imunomodulador dos metabdlitos
presentes nos extratos (THERKELSEN et al., 2016a).

Além dos diversos usos do A. brasiliensis, Sui et al. (2010) também demonstraram que
os polissacarideos desta espécie tém eficdcia no tratamento de feridas (oral, 100 mg kg™),
obtendo uma regeneragdo de 63,2% em queimaduras de pele de ratos Sprague-Dawley. Assim,
apesar da falta de relatos sobre o efeito gastroprotetor do cogumelo A. brasiliensis, o potencial
terapéutico deste cogumelo ndo deve ser desconsiderado, pois ja é amplamente utilizado na
medicina tradicional e apresenta propriedades farmacoldgicas relacionadas a esse efeito. Diante
do problema de saidde publica apresentado, seu uso de forma profildtica, em terapia adjuvante
contra algumas doencas, e o relato da comprovada propriedade cicatrizante do cogumelo, este
trabalho tem como objetivo realizar estudos com extratos do cogumelo A. brasiliensis a fim de

avaliar seu potencial efeito gastroprotetor in vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cogumelos

A micologia € a ciéncia que estuda os fungos, e inicialmente fora considerada um ramo
da botanica. Os fungos eram denominados de plantas primitivas, mas, posteriormente,
identificaram-se diferencas, tais como: a decomposicdo da matéria orginica, a auséncia de
clorofila e do processo de fotossintese, a presenca de ergosterol e quitina (um polissacarideo
derivado da glucose ausente nas plantas) (FEENEY; MILLER; ROUPAS, 2014a). Na
atualidade sabe-se que os cogumelos dependem de intimeros fatores para se desenvolverem,
sendo os principais deles as condicdes climéticas, a quantidade de matéria orginica para se
nutrirem bem como as demais espécies que abrolham ao seu redor (COLLADO et al., 2019).

Os estudos desses fatores, assim como as propriedades que determinadas espécies de
cogumelos apresentam, vém proporcionando nas dltimas décadas a producdo e comercializagdao
em larga escala desses tipos de fungos (BANASIK et al., 2019). Além disso, os cogumelos
cultivados tornaram-se uma das culturas mais importantes na agricultura mundial, sendo a
China o maior produtor de cogumelos comestiveis do mundo, atingindo um rendimento anual
estimado de 38,42 milhdes de toneladas em 2017. Isso representa cerca de 75% da producao
global total (CHINA BUSINESS RESEARCH INSTITUTE, 2017).

A literatura ainda relata que existe a possibilidade da reutilizacdo da matéria orgéanica
empregada para proliferacdo desse tipo de fungo para produgio de biogés, reduzindo assim os
agro-residuos e aumentando a producio de alimentos (PEREZ-CHAVEZ; MAYER;
ALBERTO, 2019). Dessa forma os cogumelos atrairam a atengdo das industrias alimenticias,
biotecnoldgicas e principalmente como material de estudo para o desenvolvimento de novos
medicamentos (RATHORE et al., 2019).

Os cogumelos medicinais ja possuem uma longa histéria estabelecida do uso
etnofarmacoldgico em terapias orientais tradicionais, devido esse tipo de alimento ja ser
bastante incorporado nas suas culturas (HUANG ez al., 2019). Algumas anélises clinicas
modernas no Japao, China, Coreias e em outros paises asiaticos, continuam a realizar estudos
com preparacdes derivadas de cogumelos até os dias atuais. E isto se dad justamente pelos
diversos efeitos medicinais que ja foram demonstrados para muitos cogumelos
tradicionalmente usados nestes paises (WEN et al., 2019).

Tradi¢Oes orientais antigas enfatizaram a importancia de vdrias espécies de cogumelos,
nomeadamente, Ling Zhi (em chinés) ou Reishi (em japonés) [Ganoderma lucidum] e

cogumelos Shiitake [Lentinus edodes], uma vez que a utilizagdo dessas espécies de forma
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profilética ja € bem evidenciada nessa regido. Outras espécies de cogumelos que desempenham
um papel importante, sejam no tratamento de doencas que afetam as populacdes rurais dos
paises da Europa ou nos seus usos por parte da medicina moderna, sdo os cogumelos Fomitopsis
officinalis, Piptoporus betulinus e Fomes fomentarius (GRIENKE et al., 2014; PINYA et al.,
2019). Este estudo demonstrou que estas espécies de cogumelos tradicionais para essa regiao,
apresentaram caracteristicas etnomédicas, possuindo assim um eficaz potencial farmacolédgico.
Além disso, ha relatos que estas espécies sao usadas no tratamento de distirbios
gastrointestinais, em vdrias formas de cancer, bronquite asmdtica, suores noturnos, dentre
outras doencas. Ha também uma longa histéria de uso tradicional de cogumelos como curativos
na Mesoamérica (especialmente para espécies do género Psilocybe), Africa (populagdes
Yoruba na Nigéria e Benin), Argélia e Egito. Um papel muito especial para o cogumelo
trivialmente conhecido como agaric de mosca (Amanita muscaria), encontrado na Sibéria, é
seu uso no xamanismo tibetano, no budismo e nos mitos celtas (CHANG; WASSER, 2012;
RESHETNIKOV; WASSER; TAN, 2001; VAN GRIENSVEN, 2009; WASSON, 1968),
tradicoes essas seguidas até os dias atuais. Para os cogumelos do género Agaricus, por exemplo,
tem-se como primeiros relatos de uso pelos humanos a sua utilizagdo para o tratamento de
algumas doengas, como as tlceras, no periodo bizantino (RAMOUTSAKI et al., 2002).
Pesquisas ao longo das ultimas décadas t€ém revelado o papel de cogumelos como
sendo excelentes componentes nutricionais em dietas por serem Gtimas fontes de riboflavina,
acido ascorbico, ergosterol, selénio, ferro, cobre, potassio, fosforo, precursores da vitamina D,
fibra dietética, quitina, f-glucanas (principais constituintes da parede celular fiingica) dentre
outros, além de possuirem baixos teores de gorduras (FEENEY et al., 2014b; KUMAR, 2015).
Dentre as dreas e muitas utilizacdes dos cogumelos, destacam-se as de biomateriais
(KHALIL, 2016), nutracéuticos (RATHORE; PRASAD; SHARMA, 2017; REIS et al., 2017),
controle de pragas (CHELELA et al., 2014), micorremediacio (THAKUR, 2019a),
alucinégenos (CAVANAGH; SMITH, 2018), rituais religiosos (BORHEGYI; BORHEGYI-
FORREST, 2019), tratamento de feridas (JESUS et al., 2018), dentre muitas outras.

2.1.1 Cogumelo Agaricus brasiliensis

Um dos cogumelos mais estudados no mundo devido seus inimeros beneficios € o A.
brasiliensis (conhecido como “Cogumelo do Sol®’) (FIGURA 1), a qual se trata de um
basidiomiceto que pertencente a ordem Agaricales e familia Agaricaceae. E um cogumelo
nativo do Brasil que nas udltimas décadas tem sido produzido e comercializado ndo sé nos

mercados brasileiros, mas nos internacionais, especialmente. E um dos mais importantes



20

cogumelos comestiveis e medicinais do mundo (AKIYAMA et al., 2011), devido suas diversas
aplicabilidades. Além desse nome é também relatado na literatura como 'Cogumelo Piedade',
além de ser amplamente relatado como Agaricus blazei Murill (ABM) (RUBEL et al., 2018;
SOKOVIC et al. , 2014).

Cepas deste cogumelo foram levadas para o Japdo em 1965, sendo produzidas
artificialmente no Iwade Mushroom Institute (MIZUNO et al., 1990). Desde entdo, o ABM
passou a ser amplamente consumido como alimento ou chd (KUROZAWA et al., 2011),
suplementos alimentares (MAHMOOD et al., 2019), bem como aplica¢des nutrac€uticas e
cosmecéuticas (TAOFIQ et al., 2019), sendo cultivado e amplamente apreciado em paises como

Japao, Coréia e China (KOZARSKI et al., 2014).

Figura 1 - Cogumelo Agaricus brasiliensis

Fonte: FERREIRA, (2019).

Atualmente, em vdrios paises orientais, do ponto de vista etnofarmacoldgico, €
consumido como um cogumelo comestivel, respeitdvel como alimento funcional e bastante
usado para fins terapéuticos, especialmente na prevencao e tratamento de canceres (SILVA et
al., 2017; STOJKOVIC et al., 2014), tumores, hepatite cronica, diabetes, aterosclerose,
hipercolesterolemia (WANG; FU; HAN, 2013a), além de ser empregado também para outros
fins, devido seus compostos antioxidantes (SA—NAKANISHI et al., 2014) e a sua rica
composi¢do fitoquimica.

Muitas atividades bioldgicas interessantes sdo relatadas na literatura para o A.
brasiliensis, as quais relacionam a presenca de glucanas de diferentes formas estruturais (o e 3)

isoladas a partir dos polissacarideos dos corpos frutiferos do cogumelo (GONZAGA et al.,
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2013). Muitos dos seus compostos biologicamente ativos t€m demonstrado um grande potencial
para uso em terapia contra canceres (BERVEN et al., 2015; WASSER et al., 2002), devido os
mesmos proporcionarem uma reducao na atividade da protease associadas ao tumor em células
RAW 264.7 (virus da leucemia murina Abelson).

Das muitas atribui¢des dadas ao cogumelo, destacam-se seus polissacarideos, os quais
apresentaram uma resposta satisfatoria na cicatrizagao de ferimentos gerados por queimaduras
através da rdpida epitelizacdo e colagenizagdo. A taxa de recuperacdo da pele ferida aumentou
com o aumento da dosagem dos polissacarideos, indicando assim que os polissacarideos do
cogumelo podem ser Uteis na promogao da cicatrizacao de ferimentos (SUI et al., 2010).

Além disso, muitos outros trabalhos utilizaram extratos de A. brasiliensis em testes in
vivo, a fim de obter respostas contra muitas doengas degenerativas, como foi o caso do trabalho
de Hetland et al. (2016), que obteve resposta contra o desenvolvimento de cancro intestinal, a
qual atribuiu o seu bom potencial aos compostos antioxidantes e anti-inflamatérios presentes
no mesmo.

A toxicidade de muitos cogumelos do gé€nero ja foram relatadas na literatura, como €
o caso das espécies, Leucoagaricus, A. bernardii, A. xanthodermus, A. campestris, A. bisporus
(BOROVICKA et al., 2014; ZSIGMOND et al., 2018), porém grande parte da toxicidade
encontrada pode ter se dado devido ao cardter biorremediador dos cogumelos (STOKNES et
al., 2019), que proporciona um forte acumulo de metais pesados, o qual os mesmos tendem a
absorver quando em solo contaminados (Cd, Pb, dentre outros). Fato esse que amplia ainda
mais os estudos realizados com o género em areas diversas, como a de micorremediacio, que
utiliza cogumelos a fim de desintoxicacdo dos solos (BARRECH; ALI; TAREEN, 2018).
Ademais, as vdrias atividades que sao relatadas para a espécie do cogumelo na literatura se dao
devido a sua rica composi¢cao quimica, bem como a presenca de diferentes classes de

metabdlitos secundarios.

2.2 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secunddrios sdo moléculas estruturalmente heterogéneas de massa
molecular baixa que, diferentemente dos metabdlitos primérios, ndo sdo diretamente
necessdrias para garantir o crescimento dos organismos que as produzem. Esses compostos sao,
em sua maioria, codificados e produzidos por vias do metabolismo secundario (PYE et al.,
2017) de plantas, animais, bactérias, fungos, e organismos marinhos (PANG et al., 2016;

YUAN et al., 2016).
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Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em quatro classes principais: as
substancias fendlicas (flavonoides, lignina, dcidos organicos e taninos) (TSIMOGIANNIS;
OREOPOULOQU, 2019), os terpenos (carotenoides, esterdides, triterpenos livres e o6leos
essenciais) (TETALI, 2019), as substincias glicosidicas (saponinas, glicosideos cardiotdnicos,
glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) (WINK, 2018) e os alcaléides (MASCI et al., 2019).

Para as plantas, esses tipos de metabdlitos desempenham um papel de protegdo,
principalmente contra fitopatégenos, pragas, insetos e herbivoros. Além disso, tais substincias
atuam como defensivos quimicos e na interagdo das plantas com o meio ambiente que estao
inseridas, ndao possuindo assim nenhuma relacdo desses compostos com a manuten¢do dos
processos vitais fundamentais das mesmas (THAKUR et al., 2019b).

Diante das diversas classes desses metabolitos secundarios, estudos visam a descoberta
de novos compostos ativos, com o intuito de ampliar o conhecimento acerca de determinadas
substancias para a realizacdo de tratamentos alternativos para varias doencgas
(CHAKRABORTY, et al., 2018; ZALESAK; BON; POSPISIL, 2019). Sabe-se que 0s
compostos fendlicos dentre suas principais atividades bioldgicas se destacam por suas
propriedades antioxidantes, devido estarem susceptiveis a inibicdo dos radicais livres provindos
do estresse oxidativo bem como pela peroxidacdo lipidica (AHANGARPOUR; SAYAHI;
SAYAHI, 2019).

2.2.1 Metabdlitos secunddrios em fungos

Os metabolitos secunddrios fungicos tém se mostrado uma alternativa nos ultimos
anos, podendo estes serem divididos em quatro classes quimicas principais: policetideos,
terpendides, compostos derivados do acido xiquimico e peptideos ndo ribossdmicos. Além
disso, metabolitos hibridos compostos de metades de diferentes classes sdo comuns, como nos
meroterpenos, que sao fusdes entre terpenos e policetideos. A andlise dos genomas fungicos
disponiveis revelou que os ascomicetes tém mais genes do metabolismo secundario do que os
basidiomicetes, arqueo-ascomicetes e quitridiomicetes, enquanto os hemi-ascomicetes e
zigomicetes nao possuem nenhum (BLUNT et al., 2018; NIELSEN; LARSEN, 2015).

As substancias dos metabdlitos secunddrios, por apresentarem propriedades
farmacoldgicas de grande importincia, sdo muito comercializadas nos setores alimenticios,
agrondmico, de perfumaria e principalmente farmacéutico. Vale ressaltar que devido a grande
importancia, estes tém despertado o interesse da comunidade cientifica, pois constituem
promissoras fontes de moléculas potencialmente tuteis ao homem em diversas aplicacdes

distintas (ALAMGIR, 2017). Dentre as principais classes de metabdlitos secundérios que
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apresentam bioatividade, a qual ja se tem relatos na literatura, seja pela identificacdo ou
quantificacdo do metabdlito em extratos de cogumelos destacam-se os polifendis (flavonoides,
taninos, etc) (GARRAB et al., 2019; OGBOMIDA et al., 2018), alcaléides (BOYCE et al.,
2019; HOEFGEN et al., 2018), terpenos (DUAN et al., 2018; YAO et al., 2018) e saponinas
(KHAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

2.2.2 Prospeccao fitoquimica e as principais classes dos metabdlitos secunddrios

Os testes fitoquimicos sao de fundamental importancia para identificar as classes de
metabolitos e na descoberta de novos constituintes quimicos de espécies de plantas ou fungos
que poderdo ter uso terapéutico. Eles podem ser realizados para identificar as mais diferentes
classes de compostos organicos, podendo ser diversificados para diferentes tipos de extratos
(SILVA; BIZERRA; FERNANDES, 2018a).

Dentre as técnicas mais usadas para obtengcdo ou fracionamento de metabdlitos
secundérios em extratos, destaca-se a particdao por solventes organicos de polaridade crescente,
como métodos de extracdes liquido/liquido, resultando assim nas suas separagdes (TOMSIK et
al., 2016). Os metabdlitos secundarios presentes em cada extrato, apOs essa particdo por
solventes, tendem extrair substincias mais apolares como lipidios, ceras, furanos, cumarinas,
entre outras, quando utiliza-se solventes de baixa polaridade, ja solventes mais polares tendem
extrair substancias como taninos, alcaldides, proteinas e fendlicos (GOLDSMITH et al., 2014).

Em sistemas bioldgicos vivos, onde os danos oxidativos produzidos por espécies de
oxigénio reativas sdo uma das principais causas de vdrias doencas degenerativas (SANDERS;
GREENAMYRE, 2013; WANG et al., 2013b), tem-se intensificado estudos com a finalidade
do combate ou mesmo o retardamento das mesmas, através de tratamentos com classes
especificas de metabdlitos secundarios.

Os compostos fenodlicos, em particular, s@o considerados como uma das mais
importantes classes de antioxidantes naturais, os quais combatem esses danos gerados pelo
estresse oxidativo. Suas moléculas sdo geralmente formadas por um ou mais anéis aroméaticos
e grupos hidroxila. Quimicamente, os polifendis podem ser divididos em vdrias classes, tais
como os 4acidos fendlicos (4cidos hidroxibenzdicos, 4dcidos hidroxicindmicos), flavonoides
(flavonas, flavondis, flavanonas, flavanonois, flavonoides, antocianinas), isoflavonoides
(isoflavonas, coumestanos), os estilbenos, os lignanos, e fendlicos de polimeros
(proantocianidinas, taninos condensados e taninos hidrolisaveis) (ROSA et al., 2019; VUOLO,

LIMA, MAROSTICA-JUNIOR, 2019).
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Estes por possuirem um ou mais anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxila
(flavonoides, taninos, etc), geralmente, apresentam boas respostas como antioxidantes, pois
atuam no combate dos radicais livres através da doag¢ao de um 4dtomo de hidrogénio dos grupos
hidroxilas (OH"), quelando fons metdlicos (como Fe?* e Cu"), interrompendo a reacdio de
propagacao dos radicais livres na oxidag@o lipidica, modificando o potencial redox do meio e
reparando lesdes das moléculas atacadas pelos radicais livres (GAWEL-BEBEN et al., 2015;
Ll et al., 2018; LUNA-GUEVARA et al., 2018; MANEESH, CHAKRABORTY, MAKKAR,
2017; METSAMUURONEN, SIREN, 2019).

Ademais, os polifendis sdo de grande interesse devido as suas atividades antioxidante
(OLSZOWY, 2019), efeitos anti-inflamatérios, bem como anticancerigenos em humanos
(VILLARREAL-SOTO et al., 2019). Dentre estes, destacam-se os flavonoides, uma das
principais classes de metabdlitos secundarios que apresentam diversos beneficios e atividades
para a promogao da saide (TUNGMUNNITHUM et al., 2018). Numerosos estudos mostraram
que os flavonoides tém muitos efeitos bioldgicos, tais como propriedades antidiarreicas, anti-
inflamatorias, antialérgicas (CHEN et al., 2014), antivirais, antiplaquetdrias (LAGO et al.,
2014) e antitumorais (DU et al., 2016).

Além disso, hd mais de 15 anos, os flavonoides se tornaram amplamente estudados por
causa de seus nutracéuticos e beneficios para a saide (PEREZ-VIZCAINO; FRAGA, 2018).
As catequinas sdo uma das subclasses mais importantes da classe dos flavonoides, geralmente
sdo reconhecidas como bons antioxidantes e fortes inibidoras de radicais livies (MAHMOUD
et al., 2013). A (+)-catequina demonstrou aumentar a secrecdo de insulina das células beta
pancredticas, demonstrando beneficios para a saide daqueles que sofrem de diabetes tipo 2
(KANG et al., 2019).

As leucoantocianidinas sao flavan-3,4-didis incolores relacionadas as antocianinas e
proantocianidinas, que também sdo conhecidas como taninos condensados na via de biossintese
de flavonodides em plantas. A via biossintética que leva as antocianinas e proantocianidinas se
ramifica nos niveis das leucoantocianidinas, intermediario comum dessas duas vias (RAUF et
al., 2019). Intimeros estudos estdo sendo conduzidos para elucidar seus potenciais efeitos
promotores de saude, desde atividade antioxidante, efeitos antiinflamatérios (VELDE et al.,
2016), propriedades antidiabéticas e atividade antimicrobiana (AZEVEDO et al., 2014).

Os taninos sao uma das classes dos compostos fendlicos, a qual pode ser dividido
basicamente em trés grupos, os taninos hidrolisdveis (subdivididos em galotaninos e
elagitaninos), taninos condensados e os taninos complexos (CAKAR ez al., 2016; SMERIGLIO

et al., 2017). Os galotaninos formam dcido galico e acgticares na hidrélise, e os elagitaninos na
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hidrélise nao produzem apenas agucar e dcido gilico, mas também o 4cido eldgico (CRESTINI;
LANGE, 2015; LAMY et al., 2016). Os taninos complexos sdo originados principalmente por
interacdes hidrofébicas com uma ampla variedade de compostos (GIRARD et al., 2018),
incluindo os polissacarideos, proteinas, minerais (AHNERT et al., 2015), alcal6ides e
saponinas (MACADAM; VILLALBA, 2015).

Os taninos exercem seus efeitos bioldgicos ndo apenas como uma estrutura complexa
inabsorvivel (altos pesos moleculares), com efeitos locais no trato gastrointestinal, mas também
como taninos absorviveis (dimeros e trimeros), com seus metabdlitos produzindo efeitos
sistémicos (JIMENEZ et al., 2014a; NUNEZ-SANCHEZ et al., 2014; OU; GU, 2014;
SIENIAWSKA, 2015; VELDERRAIN-RODRIGUEZ e al., 2014). Além de sua bem
documentada atividade de remocdo de radicais livres e antioxidantes, os taninos parecem
capazes de exercer efeitos antibacterianos, antivirais, anticarcinogénicos, antiinflamatorios,
antialérgicos e vasodilatadores (BLUMBERG et al., 2013; HOLT et al., 2012; NILE; PARK,
2014; SALVADO et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Os terpenos e terpendides (os derivados oxigenados dos terpenos) sdo os compostos
quimicos que representam a maioria das moléculas na composicao dos 6leos essenciais. Esta
classe de compostos sdo caracterizadas pela combinacdo de unidades de isopreno em suas
estruturas (CsHg) (BILIA et al., 2014; SAPRA; JAIN; TIWARY, 2008). Os terpenos podem
ser classificados de acordo com o niimero de unidades de isopreno em sua estrutura (por
exemplo, hemitérpenos sdo formados por uma unidade de isopreno, monoterpenos sao
formados por duas unidades de isopreno, sesquiterpenos por trés unidades de isopreno e
diterpeno formado por quatro unidades) (AHMED et al., 2017; SCHWAB; FISCHER; WUST,
2015).

Os Oleos essenciais sao relatados na literatura como sendo misturas complexas de
varios metabdlitos secunddrios volateis, destacando-se entre estes os componentes alifaticos,
componentes aromdticos, derivados de fenol e terpendides. Dentre as principais dreas de estudo
e aplicacdoes destes metabdlitos tem-se as industrias agricola, cosmética, sanitdria e
farmacéutica (BILIA et al., 2014; GUIMARAES; SOUSA; FERREIRA, 2010). Ademais, suas
principais atividades relatadas na literatura sdo diversas, podendo destacar suas propriedades
antioxidantes, antimicrobiana (YI et al., 2019), imunomoduladora (LANG et al., 2019),
anestésica (BATISTA et al., 2018) e repelente (AZEEM et al., 2019).

As saponinas sdo outra grande classe de metabdlitos secunddrios integrando uma
diversidade de constituintes que divergem bastante estruturalmente, além de serem amplamente

difundidos. Os metabdlitos que compdem esta classe podem ser classificados por conterem um
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esqueleto derivado de 30 atomos de carbonos (2,3-oxidoesqualeno) (GHOSH, 2016). Apesar
de apresentarem complexidade estrutural e alta diversidade, as saponinas podem ser divididas
em dois subgrupos, de acordo com seus nicleos ndo polares, conhecidas por saponinas
triterpénicas ou esterdidais (MOREAU et al., 2018). A este nicleo nio polarizado, geralmente
estdo ligados um ou mais grupos de moléculas de agucares (residuos), conferindo assim uma
das principais caracteristicas para estes compostos (carater anfifilico), tornando possivel a
formacdo de espuma em solucdes aquosas (SALEEM et al., 2019).

As saponinas esteroidais consistem de uma aglicona esteroidal, um esqueleto de
espirostano (27 carbonos), geralmente compreendendo uma estrutura de seis anéis. Em alguns
casos, o grupo hidroxila na posi¢do 26 € acoplado em uma ligacdo glicosidica, e assim a
estrutura de aglicona permanece pentaciclica (esqueleto de furostano). As saponinas
triterpenoides consistem de uma glicona triterpendide, que consiste em um esqueleto de 30
carbonos, compreendendo uma estrutura pentaciclica (MAI et al., 2017; SIDANA; SINGH;
SHARMA, 2016).

Outras caracteristicas para esta classe de metabdlitos se dar devido suas variacOes de
carater (neutro, basico e acido), bem como pela alteracdo dos ligantes centrais da aglicona
conjugada (SINGH et al., 2017). Elas foram documentadas como possuidoras de propriedades
antiftingica, antibacteriana e repelente, além de contribuirem para o desenvolvimento e defesa
das plantas contra patégenos (MOSES; PAPADOPOULOU; OSBOURN, 2014). Outras
atividades relatadas na literatura, sugerem efeitos neuroprotetores significativos na atenuacao
de distirbios do sistema nervoso central, tais como acidente vascular cerebral, doenca de
Alzheimer, doencga de Parkinson e doenca de Huntington (SUN et al., 2015).

Os alcal6ides compreendem uma outra grande classe de metabdlitos secundarios. Os
alcaldides constituem um grupo muito grande de compostos contendo nitrogénio
farmacologicamente ativos. De fato, mais de 12.000 alcal6ides foram descritos na literatura,
sendo definidos como compostos bésicos sintetizados por plantas ou fungos que contenha um
ou mais dtomos de nitrogénio heterociclico na sua estrutura. Geralmente, sdo derivados de
aminodcidos, e alguns deles de bases terpénicas ou purinas e pirimidinas (pseudo-alcaldides).
Dentre os compostos que fazem parte dos alcaldides que sdo mais conhecidos na atualidade sdao
a cafeina, nicotina e cocaina (CHOWANSKI etal.,2016; MARIENHAGEN; BOTT, 2013).

Esta classe desempenha um importante papel na defesa contra varios microrganismos,
demonstrando assim ndo sé uma eficacia, mas também uma variedade de atividades
farmacoldgicas (JOOSTEN; VAN-VEEN, 2011). Alguns trabalhos na literatura relatam que os

alcaldides possuem atividade citotéxica, antiviral e uma ampla gama de outros efeitos
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fisiolégicos, como agdes inibitdrias, antiinflamatdrias, antibacterianas e acetilcolinesterase
(DING et al.,2017, WANSI et al., 2013). Devido as diversas classes de metabolitos secundarios
relatados na literatura torna-se necessdrios estudos que empregam técnicas analitica de

identificacdo visando diferencia-los de forma mais eficazes.

2.3 Técnicas analiticas de identificacdo e quantificacao de compostos quimicos

A identificacdo e a quantificacdo de metabdlitos (separacao, detecgdo, caracterizacao
e quantificagdo) de um modo geral (aminodcidos, carboidratos, lipidios, vitaminas, etc) vem a
cada ano sendo refinada, devido ao melhoramento de equipamentos (técnicas), bem como por
uma variedade de plataformas analiticas que ajudam a uma melhor interpretacdo dos dados
obtidos. Ainda mais, o uso combinado de varias técnicas analiticas aumentou ainda mais a
probabilidade de uma identificacio e caracterizacdo mais correta, fator esse bastante utilizado
em estudos metaboldmicos (ZHANG et al., 2012a).

Uma das andlises de identificacdo qualitativa bastante empregada nos estudos
observados na literatura € a prospeccao fitoquimica, que visa a identificacdo das diversas classes
de metabolitos secundérios obtidos em extratos vegetais, 6leo essencial, dentre outros. Além
dessa, corroborando com uma andlise prévia tem-se a Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), que consiste na separacdo dos constituintes por elui¢io de uma fase estaciondria por
uma fase moével (solvente), principios esses que também sao utilizados nas técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(UPLC), Cromatografia Gasosa (CG), dentre outras (FANG et al., 2016; MARSTON, 2011).

Como forma de diminuir as diferencas nos resultados obtidos para um dado metabdlito
através das eluicdes com diferentes solventes (ou proporcdo) e fases estaciondrias
convencionou-se um parametro comparativo (visando torna-los constantes), sendo este o “fator
de reten¢ao” (R¢, forma abreviada), tornando assim uma identificacdo por CCD mais precisa.
Sua defini¢do se dar pela razdo das distancias percorrida do metabdlito (dm) em questdo pela do
eluente (d¢) (Rr=dw/de) (ARAL et al., 2017; EL’'TEKOV; EL’TEKOVA; EL’'TEKOV, 2014).

Outras técnicas de identificacdo que sdo empregadas para uma caracterizacdo mais
precisa sdo as anélises quantitativas, sendo estas tidas como mais robustas. A anélise elementar
se mostra como uma técnica bastante importante acerca dos percentuais de determinado
elemento quimico nas amostras estudadas, sendo os principais os elementos analisados o
carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio (CHNS/O) (AHMAD et al., 2019b). Se
trata de uma técnica um pouco limitada a cerca de uma caracterizagdo estrutural e de pureza,

por exemplo.
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Esta técnica € bastante empregada em complemento de detectores especificos, o que
garante a quantificagdo composicional em diversos materiais de estudos, desde uma molécula
simples a misturas de constituintes em matrizes complexas, como os extratos vegetais. Diante
disso, torna-se uma andlise que pode ser empregada na investigacdo da composicdo de
diferentes amostras que passaram por extracdo ou que foram isoladas (BRAUN; PANTANO,
2014; CARRIE; SANEI; STERN, 2012).

Tratando-se da quantificacdo dos metabdlitos propriamente dito destacam-se as
técnicas cromatograficas quantitativas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), a qual apresentam as seguintes
termologias em inglés, High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) e Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UPLC), respectivamente. Estas técnicas sdo
amplamente empregadas nesse quesito devido serem capazes de realizar a separacdo,
identificacdo e quantificacdo de diversos metabdlitos secundarios em uma tnica anélise (SAHU
etal.,2018).

O acoplamento de algumas outras técnicas a esses equipamentos proporciona uma
caracterizacdo quimica mais robusta, uma vez que permite tracar um perfil metabodlico das
amostras com mais informagdes. Dentre estes, destacam-se os detectores de ultravioleta
(ZIVOVINOVIC et al., 2018), fluorescéncia (HUERTAS-PEREZ et al., 2018), eletroquimica
(LOMAE et al., 2019), espectrometria de massas (CHENG et al., 2017), dentre outras. Entre
os métodos analiticos em crescimento, o UPLC acoplado ao QTOF-MS/MS tornou-se uma
ferramenta muito poderosa tanto na identificacdo do perfil de metabdlitos como para os
componentes ditos complicados da fitoterapia (ARMAH et al., 2018). As areas de aplicagc@o
para essas técnicas s@o bastante diversas, sendo bastante empregadas nas industrias de produtos
alimenticios, farmacéutica, cosmética e téxteis (ROVINA; SIDDIQUEE; SHAARANI, 2017).

A espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) consiste em um método
inerentemente e ideal para a obtencao de dados quantitativos, devido a sensibilidade em detectar
sinais especificos de compostos com alta concentragdo e, desse modo, evitando complicacdes
adversas no tratamento dos dados (SOININEN ez al., 2015). A espectroscopia de RMN
convencional baseia-se na detec¢do da fraca magnetizagdo de um conjunto termicamente
polarizado de spins nucleares e, portanto, requer tipicamente campos magnéticos elevados e
quantidades de amostras macroscopicas (LOVCHINSKY et al., 2016; TAYLER et al., 2017).

O carater ndo destrutivo, e a alta precisdo e reprodutibilidade das analises de RMN,
que muitas das vezes sdo realizadas sem o uso de etapas de separacdo e purificacdo, fornecem

um enorme potencial para analisar sistemas multicomponentes. Além disso, a espectroscopia
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de RMN ¢ uma técnica quantitativa onde, sob certas condi¢des, a drea do sinal de RMN ¢
diretamente proporcional ao nimero de nicleos que produzem o sinal, podendo vérios nicleos
serem usados para andlise da natureza dos compostos presentes (BHARTI; ROY, 2012;

GIRAUDEAU, 2014; OHTSUKI et al., 2016; OTTE et al., 2014).

2.4 Ensaios biologicos in vitro e in vivo
2.4.1 Quantificacoes de compostos fenélicos

Os ensaios descritos na literatura para a quantificacdo de algumas classes de
metabolitos secunddrios sdo diversos, porém os métodos que utilizam a espectrofotometria
sdo bastante encontrados e relatados como sendo importantes, devido suas facilidades em
execug¢do, baixo custo e de baixo gasto de material, favorecendo assim a determinacao de
baixas quantidades de analito. Devido isso, sdo bastante empregados em pesquisas e andlises
nas areas farmacéutica, alimenticia, dentre outras (PASSOS, SARAIVA, 2019).

Os métodos colorimétricos que utilizam a espectrofotometria tornam-se muitas vezes
os mais utilizados a primeiro modo, uma vez que ocorrem de forma mais facilmente
identificavel, podendo ser quantificados com procedimentos ndo tdo complexos. Dentre esses
métodos, o de quantificagdo de fendis totais pelo reagente folin-ciocalteu € bastante empregado
(VAZQUEZ et al., 2015).

A reagdo quimica que ocorre para que essa quantificacdo seja possivel se da entre os
compostos fendlicos (anion fenilato) redutores com os 6xidos de molibdénio (MogO23) e 6xido
de tungsténio (Wg0O23) (coloracdo azul) que sdo gerados apds a incubagdo para os diferentes
métodos que utilizam o reagente folin-ciocalteu (mistura de 4cido fosfomolibdico
(H3PMo12040) e 4cido fosfotingstico (H3PWi2040)). Esses oOxidos gerados possuem
absorbancia de lambda méximo em torno de 760 nm (em meio alcalino), o que possibilita a
quantificacdo dos compostos fendlicos redutores por espectrofotometria (FIGURA 2a) (GAO
et al., 2019; GUPTA, 2015).

Sabe-se que os flavonoides reagem com varios ions metélicos ocasionando a formagao
de complexos metélicos através de processos redox. Para formacao desses complexos metélicos
de flavonoides em solu¢do, dependera da quantidade de grupos dadores de elétrons disponiveis,
normalmente atribuida aos grupos carbonilas e hidroxilas (FIGURA 2b). Essa coordenagao de
fons metdlicos as moléculas de flavonoides afetam as suas propriedades, como por exemplo,
cor, fluorescéncia, estabilidade, e estado de oxida¢do (KASPRZAK; ERXLEBEN; OCHOCKI,
2015; OLSZOWY, 2019).
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Figura 2 - Representacdo da reagdo de fendis redutores com o reagente de folin-ciocalteu e da
reacdo de complexacdo da quercetina com o cloreto de aluminio
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Fonte: adaptada de Radulescu et al., (2019).

Devido a estes fendmenos, a formacdo de tais complexos tem sido amplamente
utilizada em quimica analitica (espectrofotométrica e métodos espectrofluorimétricos),
fotoquimica e tingimento téxtil (KASPRZAK; ERXLEBEN; OCHOCKI, 2015; OLSZOWY,
2019).

2.4.2 Atividades Antioxidantes

As atividades antioxidantes dos metabolitos secunddrios bem caracterizado torna-se
de suma importancia para uma maior compreensao da rota de atuacdo de um composto isolado
ou em uma formulagdo farmacéutica. Com isso, tem-se uma série de estudos de diversas classes
de metabdlitos com uma gama de métodos antioxidantes diferentes (LEWOYEHU; AMARE;
YILDIZ, 2019). Estes métodos consistem na inibi¢do direta dos radicais livres em compostos
organicos sintéticos (ABTS, DPPH), pela quantificacao de espécime geradas pela peroxidacdo
lipidica [4cido tiobarbitdrico, LDL, fS-caroteno], pela quelagdo/reducdo de ions metélicos
(FRAP, CUPRAC), dentre outros.

Para o método que se utiliza do DPPH, sabe-se que ele € um radical livre estavel que
apresenta uma cor purpura escura e uma banda de absorc¢ao forte no intervalo de 515 a 525 nm.
Dentre muitas outras técnicas geralmente torna-se o primeiro método para avaliar o potencial
antioxidante de uma amostra, seja ela pura ou de matriz complexa, como os extratos. Na

presenca de compostos antioxidantes, o DPPH radicalar pode aceitar um elétron ou um adtomo
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de hidrogénio para ser convertido em uma molécula de DPPH mais estavel. Como a forma
reduzida de DPPH € de cor amarela, torna-se possivel a determinacdo de sua atividade
antioxidante por meio da técnica de espectrofotometria (JIMENEZ et al., 2014b;
KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011).

Quanto maior for a capacidade inibitéria de radicais livres de um composto
antioxidante, menor serd a concentracdo de DPPH da cor purpura na amostra. Os resultados sao
normalmente expressos como concentragdo eficiente (CEso), a qual é definida como a
quantidade de amostra necessaria para reduzir a concentracdo de DPPH inicial em 50%. O
parametro de CEso foi introduzido por Brand-Williams, Cuvelier e Berset, (1995), Molyneux
(2004), Kedare e Singh (2011) (também chamado de ICso), € é muito util para a comparagdo de
resultados.

Seguindo a mesma linha, a avaliacio de propriedades fitoterdpicas, como quelantes e
antioxidantes, € considerada muito importante e util, especialmente por sua abundante
utilizacdo na medicina popular. Devido conseguirem expressar grandes fontes de substincias
biologicamente ativas, sdo objeto de numerosos estudos, in vivo e in vitro (SELLAL et al.
2016). A capacidade quelante de metais pode estar envolvida na atividade antioxidante ou afeta
outras func¢des que contribuem para a atividade antioxidante.

Os fons ferrosos (Fe?*) sdo os pré-oxidantes mais favordveis no sistema alimentar, o
Fe?* pode estimular a peroxidacio lipidica e acelerar a oxidag¢do dos compostos lipidicos através
da reacdo de Fenton. Portanto, o efeito de substratos em fons ferrosos pode afetar as outras
atividades dos radicais livres para proteger organismos contra os estresses oxidativos
(BENEDET; SHIBAMOTO, 2008; JIANG et al., 2015). A Figura 3 representa a quelacdo do

ion ferroso pela molécula de ferrozina.
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Figura 3 - Quelagdo do ion ferroso pela molécula de ferrozina

Fonte: Adaptado de MORESCO et al., (2011).

Neste aspecto, a capacidade de quelar metais de transi¢io € considerada um
mecanismo secunddrio para estimar a atividade antioxidante de um extrato/composto, e estudos
recentes demonstraram repetidamente que alguns metais de transicdo, e especialmente Fe** e
Cu?*, estdo envolvidos no deslocamento de algumas doencas degenerativas, como Alzheimer,
Parkinson e Wilson, bem como doencas cardiovasculares e no estresse oxidativo
(BANDMANN; WEISS; KALER, 2015; DUSEK et al., 2015; INOUE et al., 2018; LOEF;
WALACH, 2012).

2.4.3 Ulcera gdstrica

A utilizacdo de modelos de ulcera péptica induzida por etanol tem sido uma ferramenta
eficaz na pesquisa de novas moléculas ou metabolitos com atividade gastroprotetora (SONG et
al., 2018). Estudos apontam que os mecanismos patogénicos da lesdo gdstrica que sao
originadas pelo etanol estdo relacionados com trés vias principais: aumento do estresse
oxidativo, indugdo da apoptose e aumento da liberacao de citocinas pro-inflamatdrias (LIANG
et al., 2018). A liberagdo de espécies reativas de oxigénio, como anion superéxido e fons
peroxinitrito, desencadeiam lesdes irreversiveis nas estruturas celulares, incluindo o DNA
(LINGAPPAN, 2018). Além disso, sua concentragdo encontra-se aumentada nas doencgas
inflamatodrias, incluindo a dlcera géstrica, representando uma importante via na manutencao do
processo ulcerogénico (SALES et al., 2018).

De modo paralelo, verifica-se o aumento da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias

como IL-14, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF), que desencadeiam uma
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resposta inflamatéria, com aumento da producdo de proteinas de fase aguda, alteracdes da
permeabilidade vascular, quimiotaxia de leucdcitos, lesdo tecidual e perda de funcgdo
(HABIBZADEH et al., 2018; TOURANI et al., 2018).

O estdbmago pode sofrer bastante influéncia de substincias que sdo
ingeridas/consumidas ao longo dos anos, ocasionando assim uma série de desregulacdo no
organismo. Dentre os principais agentes agressores da mucosa gastrica destacam-se os anti-
inflamatérios ndo esteroides (AINES) e o etanol (ZHENG et al., 2016). Desta forma, alguns
mecanismos de defesa pelo organismo sdo originados de forma dindmica, estimulando assim
por exemplo um aumento da secrecio de muco e bicarbonato, aumento do fluxo sanguineo,
resposta do sistema imunolégico, dentre outras, retardando assim os processos inflamatérios
(GALURA et al., 2019).

A estratégia bésica subjacente a imunomodulac¢do € identificar aspectos da resposta do
hospedeiro que podem ser aumentados ou suprimidos de forma a aumentar ou complementar
uma resposta imune desejada. Se certos compostos aumentam ou suprimem as respostas imunes
ird depender de varios fatores, incluindo dose, via de administragdo, momento de administracao
do composto, mecanismo de acdo e local da atividade. O conhecimento dos componentes
especificos das redes de citocinas e das vias de sinalizacdo e seu papel na regulacdo das
respostas imunes € importante no planejamento de estratégias para aumentar essas respostas.
(WASSER; WEIS, 1999; ZAIDMAN et al., 2005).

Contudo, torna-se importante salientar o grande papel desempenhado pelos modelos
que utilizam animais, visando a busca/descoberta de novas drogas que venham apresentar
atividade gastroprotetora. Ademais, considerando que a etiologia das tlceras é multifatorial, as
lesdes na mucosa gastrintestinal podem ser induzidas por diferentes modelos experimentais,
bem como utilizar diversos mecanismos de atuacdes para atenuar as lesOes geradas pelos

agentes agressores (JOHNSON; MEERVELD, 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis quanto sua composi¢do quimica
e atividades bioldgicas in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar o preparo de extratos a partir do cogumelo Agaricus brasiliensis;
- Identificar os metabdlitos secunddrios dos extratos produzidos qualitativamente;

- Realizar uma caracterizacdo quimica dos extratos produzidos, bem como a quantificacao do

composto majoritario;

- Determinar os teores dos compostos fendlicos, bem como as atividades antioxidantes dos

extratos produzidos;

- Avaliar a atividade gastroprotetora, bem como a modulac¢do de algumas vias de atuagdo com

0 extrato mais promissor.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 Obtencao dos extratos

O cogumelo da espécie utilizada neste trabalho foi obtido da empresa especializada
em plantagio de cogumelos em Sdo Paulo - Blazei Murril® DEC Entreprises Comercial Ltda,
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e Tradicional Associado
(SisGen) sob o nimero de registro AC29F45. O material foi previamente pesado, submetido a
maceracdo e secagem em estufa a 40 °C para o preparo dos extratos. O extrato etandlico do A.
brasiliensis (EEAD, linha vermelha) foi desenvolvido através da imersdo de 25,93 gramas do
cogumelo em um litro de solugdo etanol/agua (7:3, respectivamente) sob agitacdo magnética,
sem aquecimento, por um periodo de 7 dias. O extrato aquoso que contém os polissacarideos
(EAAD, linha azul) foi desenvolvido através do aquecimento de 20,21 gramas do cogumelo em
250 mL 4gua destilada sob agitacdo magnética e temperatura a 100 °C durante 5 h. O extrato
sem polissacarideos do A. brasiliensis (EASP, linha verde) foi obtido através da solucao final
remanescente apds o isolamento dos polissacarideos (apds a etapa de precipitacdo), sendo
utilizados 2,2 litros de solucdo para a obtencao do extrato. Todos os extratos, apds os periodos
descritos, foram submetidos a filtracdo a viacuo e a concentracdo, destilando todo o solvente da
solug@o em rotaevaporador rotativo sob pressao reduzida (40 rpm a 60 °C) e depois em banho-
maria a 40 °C, obtendo-se assim os extratos brutos. Um fluxograma da obtencdo dos extratos

(EEAb, EAADb e EASP) pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma da preparacao dos extratos de Agaricus brasiliensis
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4.2 Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados seguindo a metodologia proposta por Matos
(2009), para as identificacdes das principais classes metabodlitos secunddrios nas amostras

(EEAb, EAAD e EASP).

4.3 Analise elementar CHNS-O

Os teores de carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e enxofre foram determinados
para as amostras (EEAb, EAAb e EASP) por microandlise elementar utilizando o equipamento
2400 Series I CHNS/O Analyser da Perkin Elmer. Os dados foram obtidos em triplicata para

0s extratos.
4.4 Anilises e condicdes realizadas em UPLC-QTOF-MS®

As andlises foram realizadas em sistema cromatografico Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF, Waters) localizado no
laboratério de produtos naturais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). As corridas cromatograficas foram realizadas em uma coluna cromatogréfica
Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fase moével:
dgua com 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de dcido férmico (B), gradiente

variando de 2% a 95% B (21 min), fluxo de 0,4 mL min™' e volume de injecdo de 5 pl.

4.4.1 Condicdoes do massas de alta resolucdo - XEVO-QTOF

O modo negativo (ESI') foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte
fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatagao 350°C, fluxo do gés de dessolvatacdo de 500 L h°
I, cone de extragdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo positivo (ESI*) foi adquirido
na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatacao de
350 °C, fluxo do gés de dessolvatacdo de 500 L h™! e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina
encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢io foi MSE. O arquivo gerado foi
controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation). As amostras (EEAb, EAAb e

EASP) foram injetadas em triplicatas nos modos de ioniza¢do positivo e negativo, obtendo

assim um conjunto de cromatogramas e espectros de massas para cada extrato.
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4.4.2 Identificacao estrutural dos compostos

Para a identificacdo estrutural, foram consideradas as férmulas moleculares e os
valores de m/z obtidos a partir de espectros de alta resolucdo, observados nos picos
cromatograficos de maior intensidade. A partir de cada férmula o software determina o erro
relativo em ppm para cada possivel componente. Somente férmulas moleculares com valores
inferiores a 10 ppm de erro foram consideradas para estudos posteriores em MS/MS. As
propostas estruturais das moléculas foram realizadas através dos dados de MS/MS, por meio
do estabelecimento de padrdes de fragmentacdo racionais (BOUSLIMANI et al., 2014;
YULIANA et al., 2013).

4.5 Caracterizacao dos extratos por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
4.5.1 RMN 'H, RMN 3C e DEPT'? dos extratos

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de préton (RMN 'H) e carbono
(RMN 3C e DEPT!*°) foram obtidos a partir de um equipamento Brucker Avance-DRX 500
(USA, Califérnia), com transformada de Fourier, localizado no Centro Nordestino de Aplicacao
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN). O equipamento possuia uma sonda
de deteccdo inversa, operando em 499.9 MHz e 125 MHz, numa janela espectral de 20 ppm e
200 ppm para as andlises de RMN de préton (‘H) e carbono (RMN 3C e DEPT'®),
respectivamente. O experimento foi realizado a partir da dissolucdo de 20 mg das amostras

(EEAb, EAADb e EASP) em 0,6 mL de dgua deuterada. Sendo a andlise realizada em tubos de 5

mm, sendo os deslocamentos quimicos (8) expressos em ppm.
4.6 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para andlise de CCD das amostras (EEAb, EAAb e EASP) utilizou-se placas de gel de
sflica (Macherey-Nagel/DC-Fertigfolien ALUGRAMR Xtra SIL G/UV2s4), fase mével de
acetonitrila:acetato de etila:propanol:dgua (85:20:20:15, v v'!) e como solug¢io reveladora uma
solucdo de 0,5% KMnOs em NaOH (1 mol L") (DULERMO et al., 2010). Concentragdes de 1
mg mL™! do padrio manitol e de cada extrato foram solubilizados em metanol:dgua (9:1 v v'!),
sendo retiradas aliquotas de 5 pL. para adi¢do na cromatoplaca. A formagao da cor amarelada
na cromatoplaca apds as elui¢des demonstram/indicam a presenga do actcar (manitol) nas
amostras, podendo-se realizar uma comparacgdo dos valores de fator de reten¢do (Rf) do padrao

com os dos extratos analisados.
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4.7 Quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
4.7.1 Preparagdo das amostras

As andlises quantitativas do manitol nos extratos foram realizadas por andlise de CLAE.
Foram pesados 100 mg das amostras (EEAb, EAAb e EASP) e diluidos em dgua deionizada
em baldes volumétricos de 10 mL, obtendo assim concentracdes finais de 10 mg mL™! para os
extratos. As solucdes proporcionadas foram filtradas através de uma membrana Milipore® 0,45

pm.
4.7.2 Sistema cromatogrdfico

Os perfis cromatogréficos das amostras (EEAb, EAAb e EASP) foram determinados em
um cromatdgrafo SHIMADZU LC-10AD com um detector de indice de refracdo RID-10A a
40 °C. As andlises foram realizadas utilizando uma coluna (Kromasil 100-5-NH2 4,6 x 150
mm) eluida a uma taxa de 1,25 mL/min com uma mistura de solventes I: II (I: 4gua deionizada;
II: acetonitrila), mantendo-se a proporcao de 30% I e 70% 1l para toda a andlise. Um padrao de
manitol (= 98%) foi usado para obter as curvas de calibracdo, sendo este composto dissolvido
em 4gua deionizada em diferentes concentracdes (10, 5, 2 e 1 mg mL ") para comparativo com

as amostras em estudo (MIKI et al., 1996). Todas as andlises ocorreram em triplicata.

4.8 Quantificacao de compostos fenélicos

4.8.1 Quantificacdo de fendis totais

A determinacdo do teor de fenois totais presente nas amostras (EEAb, EAAb e EASP)
foram feitas por meio de espectroscopia na regido do visivel pelo método de folin-ciocalteu
com algumas adaptacdes (SOUSA et al., 2007). Preparou-se uma curva padrdo com &4cido
gélico, onde a faixa das concentragdes na curva de calibracdo variou de 10 a 500 mg L. Os
extratos (7,5 mg) foram dissolvidos em metanol P.A, em seguida, transferido para um baldo
volumétrico de 25 mL e o volume final completado com metanol P.A. Uma aliquota de 100 uL.
dessa solugdo foi agitada com 500 pL de folin-ciocalteu por 30 s, em seguida acrescentados 6
mL de 4gua destilada e 2 mL de NaxCOs; a 15%, sendo a mistura agitada por 1 min
posteriormente. Por ultimo completou-se o volume para 10 mL com 4gua destilada. Apéos 2 h
sob armazenamento ao abrigo de luz foi medida a absorbancia das amostras a 750 nm utilizando
cubetas de quartzo, tendo como controle o metanol e todos os demais reagentes, exceto as

amostras. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.
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4.8.2 Quantificacao de flavonoides totais

Utilizou-se a metodologia descrita por Funari e Ferro (2006). Preparou-se uma curva
padrao com quercetina, onde a faixa das concentragdes na curva de calibrac@o variou de 4 a 12
mg L!. Para a quantificacio de flavonoides nas amostras (EEAb, EAAb e EASP) foram
utilizados 2 mL de solu¢do destes extratos na concentracio de 2 mg mL"! (obtida pela
dissolu¢do de 20 mg em 10 mL de etanol P.A), sendo misturados posteriormente com 1 mL de
uma solu¢do aquosa de cloreto de aluminio (2,5%) em baldao de 25 mL, respectivamente,
aferidos em seguida com etanol P.A. Decorridos 30 min destes procedimentos, foi realizada a
leitura de cada solugdo a 425 nm em espectrofotometro. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.
4.9 Ensaios Antioxidantes
4.9.1 Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

Na avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos foi utilizado o método de varredura
do radical livre DPPH, descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset, (1995) com algumas
modificagdes. Dissolveu-se 15 mg das amostras (EEAb, EAAb e EASP) em 1,5 mL (10000
ppm) de metanol/DMSO (1:1, v v'!), e a partir desta solugdo foram feitas as concentragdes de
5000, 1000, 500, 100, 50, 10 e 5 ppm para as amostras. Preparou-se uma solu¢do metandlica
de DPPH (2,6 mg de DPPH em 100 mL de metanol P.A), ajustando a absorbancia para manter-
se entre 600 - 700 nm em um espectrofotometro. Em tubos de ensaio foram misturados 0,1 mL
de metanol P.A (controle) ou das concentragdes das amostras, com 3,9 mL da solu¢do de DPPH.
Apoés 1 h de armazenamento em ambiente escuro foram realizadas as leituras em
espectrofotometro a 515 nm. O indice de varredura (IV%) foi calculado a partir da Equacao 1:

IV % = (ApppH - AAMoOsTRA/ADPPH) X 100 (§))

Onde: Apppu corresponde as absorbancias obtidas para o controle € AamosTrA as
absorbancias encontradas para cada concentracdo das amostras (250 - 0,125 ppm). Apds o teste
calculou-se a concentracdo eficiente (CEsp) por regressao linear, obtida pelas concentracdes
finais e seus respectivos IV %, respectivamente. Utilizou-se o dcido ascérbico como substancia

de referéncia para o teste. O teste foi realizado em triplicata para cada concentracao.
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4.9.2 Capacidade de quelagao do ion ferroso

O ensaio de quelantes de fons ferrosos foi adaptado de um método descrito por Giil¢in
(2005). Resumidamente, foi realizado uma mistura de 1 mL de uma solu¢do de FeSO4 (0,1
mmol L) com 1 mL 4gua ultrapura (controle) ou vdrias dilui¢des (0,5 - 4,0 mg mL™") das
amostras (EEAb, EAAb e EASP) em tubos de ensaios, seguido de agitacdo constante (sem
aquecimento) por 5 min. Apés esse periodo de tempo foi adicionado 1 mL de uma solugdo
aquosa de ferrozina (0,25 mmol L!) a cada tubo de ensaio, deixando-os em repouso ao abrigo
da luz durante 10 min. Decorrido esse tempo foram realizadas as medi¢des de absorbancia a
562 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos em porcentagem da atividade

quelante de acordo com a Equacao 2:

Atividade quelante (%) = [Ao - (A - Ab) / Ao] x 100 2)

Onde, Ao: corresponde as absorbancias da mistura reacional das solucdes de FeSO4 +
Agua ultrapura + ferrozina; A: corresponde as absorbancias da mistura reacional das solugdes
de FeSO4 + Amostras + ferrozina e Ab: corresponde as absorbancias das concentra¢des das

amostras a 562 nm.
4.10 Avaliacao da atividade gastroprotetora no modelo de dlcera induzido por etanol
4.10.1 Animais

No protocolo experimental, foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss, machos, com massa corpdrea entre 25 a 30 g, que foram randomicamente distribuidos
em grupos de n = 8, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC)
e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do
Ceara (UFC) — Fortaleza, Ceard. Os camundongos foram acondicionados em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha, trocadas duas vezes por semana. Durante todo o
experimento, os animais estavam em um ambiente com temperatura de 23 + 2 °C num ciclo de

12 h claro/12 h escuro, com livre acesso a dgua e racao padrao.
4.10.2 Aspectos éticos da experimentacdo animal

Em todos os experimentos foram observados os principios €ticos da experimentacao
animal normatizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Os
protocolos experimentais foram executados de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comité

de Etica de Uso de Animais (CEUA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC
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para uso de animais experimentais. Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse
estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal

do Ceard (CEUA/UFC) sob nimero CEUA n° 2071010219.

4.10.3 Grupos experimentais

Todos os grupos experimentais possuiam 8 animais. Os animais do grupo controle
receberam solucdo salina (0,9%) previamente, antes da administracdo do agente agressor para
gerar as lesdes gdstricas. Foram separados trés grupos para receber as doses de 5 mg kg!
(EEAD-5), 25 mg kg™! (EEAb-25) e 50 mg kg! (EEADb-50) (mais o veiculo utilizado para diluir
o extrato) do EEAD, respectivamente. Além desses, foi feito um estudo com o farmaco N-
acetilcisteina, 300 mg kg'l, (NAC-300) (mais o veiculo utilizado para diluir o fairmaco). As
doses para cada grupo foram administradas por via oral, 60 min antes da gavagem do agente

agressor etanol P.A.

4.10.4 Avaliagdo da atividade gastroprotetora

4.10.4.1 Lesoes gdstricas induzidas por etanol em camundongos

Os camundongos foram pré-tratados com EEAD (5, 25 e 50 mg kg™!, v.0.) (doses
baseadas em estudos da literatura, Sui et al. (2010), Xin. (2019) e Nakajima et al. (2002)) por
1 h, antes da administra¢do oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Decorridos 30 min da
administracao do etanol, os animais foram sacrificados por overdose de anestésico (cetamina
300 mg kg! e xilazina 30 mg kg'), os estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura,
lavados em solucdo salina (0,9 %) e comprimidos entre dois vidros de relégio para uma melhor
visualizagdo das tulceras géstricas geradas. O percentual da face glandular gastrica lesionada foi
determinado com o auxilio de um programa de planimetria computadorizada (ImageJ®). A drea
ulcerada foi expressa em termos de percentagem em relacdo a drea total do corpo gastrico

(ROBERT et al., 1979).
4.10.4.2 Avaliacdo histopatologica da mucosa gdstrica de camundongos

Para o estudo histopatolégico, fragmentos dos estdmagos foram fixadas em solugdo de
formol 10% tamponado, onde permaneceram por 24 h. Em seguida as amostras foram
transferidas para uma solu¢do de dlcool 70%, onde permaneceram até a realizagdo dos
procedimentos histolégicos. Logo apds, os materiais biolégicos foram seccionados e embebidos

e fixados em parafina (blocos). Posteriormente, foram feitos cortes de cinco micrometros nesses
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blocos, colocados em laminas e corados com hematoxilina-eosina para o estudo em
microscopio Optico. As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de Laine e
Weinstein (1988), sendo avaliado a perda de células epiteliais (escores de 0-3), edema na
superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e infiltracdo de células
inflamatorias (escores de 0-3), sendo 14 o escore maximo. Todas as avaliacdes histopatolégicas

foram realizadas através de um estudo cego.
4.10.4.3 Determinacdo da concentracd@o de mastdcitos

Os blocos de parafina com amostra do tecido gastrico foram selecionados para a
coloragdo com azul de toluidina. A coloracdo de azul de toluidina foi realizada apds a
desparafiniza¢do da lamina com xilol e hidratacdo com dlcool absoluto e uma série de dlcool
diluidos (90%, 80% e 70%). Em seguidas as 1aminas foram lavadas com 4gua destilada, coradas
com azul de toluidina por 8 min, lavadas com 4gua destiladas e colocadas em estufa a 60° C por
1 h para secar. Apds a secagem, as 1aminas foram clareadas com uma série de xilol para serem
finalmente montadas. A contagem de mastdcitos (na mucosa gastrica) de cada lamina foi
realizada utilizando uma escala de 100 um (x 200), usando um microscépio 6ptico. Para a
andlise computacional imagens digitais foram capturadas em microscépio binocular acoplado
a uma camera, ligada a um computador, sendo realizada a contagem de 10 campos seguidos.
Os resultados foram expressos representando a média de 10 campos de cada grupo (Michalany,

1998).
4.10.5 Vias de atuacdo do EEAb no modelo de iilcera gdstrica induzida por etanol
4.10.5.1 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EEAb

Os camundongos foram tratados com veiculo EEAb-25 (v.0.) 60 min antes, ou L-
Arginina (600 mg kg'!, i.p.) ou NG-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) (10 mg kg, s.c.)
(CHANDRANATH; BASTAKI; SINGH, 2002; GURBUZ et al. 1999), 15 min antes, da
administracio de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Para avaliar o papel do 6xido nitrico
no efeito antiulcerogénico do EEAb, também foram realizadas combina¢des onde, L-NAME
(20 mg kg'!, s.c.) foi administrado 15 min antes do EEAb-25 (v.0.) ou L-Arginina (600 mg kg’
!, i.p.), sendo 1 h depois induzida a lesdo com etanol. Decorridos 30 min da administragio do
etanol, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos pela grande curvatura e
em seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a andlise do percentual

de lesdo géstrica.
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4.10.5.2 Papel do Guanilato Monofosfato Ciclico (GMPc) no efeito gastroprotetor do EEAb

O envolvimento do GMPc foi avaliado pela administracdo de ODQ (10 mg kg™!, i.p.),
inibidor especifico da guanilato ciclase, 30 min antes da administragdo do EEAb-25 (i.p.). A
lesdo gastrica foi induzida com etanol 30 min apds o tratamento com o extrato. Decorridos 30
min da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados,
abertos pela grande curvatura e em seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que

concerne a andlise do percentual de lesdo géstrica (Diaz-Triste ef al., 2014).
4.10.5.3 Papel das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor do EEAb

Para avaliar a possivel participa¢do das prostaglandinas no efeito gastroprotetor, os
animais foram tratados com veiculo EEAb-25 (v.0.) ou misoprostol (70 ug kg™, v.0.) 1 h antes
da administracdo de etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.). Combina¢des também foram
realizadas com indometacina (10 mg kg™!, v.o., dose em que inibe a sintese de prostaglandinas,
mas nao induz lesdo gastrica). Foi administrada 2 h antes da administracdo do EEAb-25 (v.o.)
ou do misoprostol (70 ug kg!, v.0.) e 1 h depois foi induzida a lesdo com etanol. Apés 30 min
da administracao do etanol, os animais foram sacrificados, os estbmagos foram removidos e em
seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a andlise do percentual de

lesdo gastrica (CERQUEIRA et al., 2012).
4.10.5.4 Envolvimento dos canais de K*a7p no efeito gastroprotetor do EEAb

Os camundongos foram tratados com veiculo EEAb-25 (v.0.) ou diazéxido (3 mg kg
I i.p.) 60 min ou 30 mim, respectivamente, antes da administrac¢do oral de etanol absoluto (0,2
mL/animal). Para avaliar a possivel participagao dos canais de K*atp no efeito gastroprotetora
foram realizadas combinagdes nas quais glibenclamida (5 mg kg™!, i.p.) (PESKAR et al., 2002)
foi administrada 15 min antes do tratamento com EEAb-25 (v.0.) ou diazéxido (3 mg kg'l, L.p.),
sendo 1 h apés induzida a lesdo com etanol. Apés 30 min da administragdo do etanol absoluto,
os animais foram sacrificados, os estomagos retirados, abertos pela grande curvatura e em
seguida procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a andlise do percentual de

lesdo gastrica (CERQUEIRA et al., 2012).
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4.11 Analise estatistica

Para o tratamento dos dados (software GraphPad Prism, versio 6.0) foram
primeiramente realizados testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) seguidos de Anélise de
variancia (ANOVA one-way) com pds-teste de Tukey (para valores de médias normal) ou teste
de Kruskal-Wallis, com p6s-teste de Dunn’s (para valores de média ndo normal). O intervalo
de confianca adotado foi de 95% (*p <0,05) para serem considerados estatisticamente
significantes (sendo considerado também os demais niveis de significancia, **p <0,01, ***p
<0,001 e ****p <0,0001). Todos os resultados foram expressos em média + erro padrio da
média (EPM) ou média + desvio padriao (exceto para os scores histopatoldgicos que foram

apresentados pelos valores de mediana).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento dos extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis

Ap6s a aplicacdo do método de extracdo e concentragdo para cada um dos extratos
(EEAb, EAADb e EASP), estes foram cuidadosamente pesados e seus rendimentos foram
calculados, podendo ser observados esses resultados na Tabela 1. E possivel observar que os
extratos apresentaram altos valores de rendimentos (53,53%, 54,08% e 51,50%, para mesma
ordem descrita acima, respectivamente), indicando assim que os solventes utilizados no preparo

foram capazes de interagirem com os metabdlitos de mesma polaridade do cogumelo.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis

Extratos Massa de material Massa de extrato Rendimento (%)
utilizado (grama) obtido (grama)

EEADb 25,93 13,88 53,53
EAAD 20,21 10,93 54,08
EASP 10,00 5,15 51,50

Fonte: Préprio autor.

Alguns trabalhos encontrados na literatura, como € o caso do trabalho de Stojkovic et
al. (2019), obtiveram um rendimento de 14,24% para um extrato metandlico de A. blazei,
partindo de uma massa de 5 g de material para 150 mL solvente. Rendimentos de 31,65 +3.67%
foram obtidos no trabalho de Soares et al. (2009), partindo-se de 5 g em 100 mL de solvente
(metanol), a qual foi deixado sob temperatura ambiente por 24 h. Esses resultados indicam que
o metanol puro usado na preparacdo dos extratos nao demonstrou uma efetividade tdo boa no
arraste dos metabélitos quando comparado a mistura de solventes (etanol/agua 70:30 v v'!),
bem como quando usado apenas a 4gua, como foi empregado no presente trabalho.

Tsai, Tsai e Mau, (2007) obtiveram em seus extratos etandlico e aquoso, rendimentos
de 15,57 +0,22 47,28 + 0,63 (g/100 g), respectivamente. Altos rendimentos de extracdo foram
obtidos a partir do uso de etanol:dgua (70:30) para corpos de frutificacdo do A. brasiliensis no
trabalho de Carvajal et al., (2012), resultando em extratos hidroalco6licos com 42,5 + 1,4; 48,3
+1,8e44,9 + 1,2 (g/100 g) dos corpos de frutificacdo, micélios ‘jovens’ e micélios ‘velhos’,
respectivamente. Estes resultados apresentaram bastante semelhancas aos obtidos no presente
trabalho, podendo diferenciar-se um pouco devido a origem dos micélios dos cogumelos

utilizados em ambos trabalhos.
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5.2 Prospeccao fitoquimica

Os resultados da andlise fitoquimica qualitativa (TABELA 2) indicaram as presencas
de diversas classes de metabdlitos secunddrios nos extratos do cogumelo A. brasiliensis. Como
jé era de se esperar, 0o EEAb demonstrou positividade para uma maior quantidade de classes de
metabolitos secunddrios se comparado com os demais extratos, podendo justificar-se pela
forma de sua obtencdo. Como o EEAD é formado da mistura de etanol/dgua, sua polaridade o
levou a atrair compostos mais polares, como a atracdo por parte dos fenéis (SEZER; SUFER;
SEZER, 2017), flavonoides (VITAL et al., 2017), catequinas (SANCHEZ, 2017), alcaldides
(MISGIATI; SUKARDIMAN; WIDYAWARUYANTI, 2017) e saponinas (VEERAPPAN et
al., 2018), devido suas alta atracdo pela dgua, sendo possivel também a solubilizacdo de

acucares e polissacarideos.

Tabela 2 - Prospeccao fitoquimica dos extratos de Agaricus brasiliensis

Metabdlitos Secundarios EEAb  EAADb EASP
Alcaléides
Solugdo de Dragendorff + + +
Solugdo de Mayer + + +
Catequinas + + +
Cumarinas + + +
Esteroides livres + + +
Fendis + + +
Flavonoides + + +
Resinas + - -
Saponinas + +
Xantonas + - -

(+): Positivo para o teste; (-): Negativo para o teste

Fonte: Préprio autor.

Essa mistura também pode ter proporcionado a interagdo de compostos como
cumarinas (COSTA; TAVARES; OLIVEIRA, 2016), esteroides livres (CORREA etal.,2018),
resinas e xantonas (AHAD; TANVEER; MALIK, 2014). Os EAAb e EASP apresentaram
resultados semelhantes para prospeccao fitoquimica, uma vez que a obtengdo desses extratos
se da de forma muito similar, diferenciando-se apenas na presenca dos polissacarideos que estao
apenas no EAAb. Observou-se que a utilizagdo do etanol para o preparo do EEAb tornou
possivel a identificacdo qualitativamente de resinas e xantonas, a qual ndo foram evidenciadas
nos demais extratos.

Alguns trabalhos na literatura ja relataram diversas classes de metabdlitos secundéarios

como os compostos fendlicos, alcaldides, saponinas, flavonoides, taninos, esterois, triterpenos,
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cumarinas e glicosideos cianogénicos em cogumelos da ordem Agaricales (ADEBAYO et al.,
2012). Zhang et al., (2012b) conseguiram identificar a presen¢a de compostos fendlicos na
espécie A. brasiliensis por meio de uma otimizacao do processo de extrac¢do assistida por micro-
ondas, indicando assim a presenga desses metabdlitos na espécie estudada. Saponinas e
alcaldides também j4 foram relatadas em extratos aquosos para a espécie, como € o caso do
trabalho de Naso et al., (2010), a qual conferiu a0 mesmo atividades antioxidantes nos ensaios
de captura do radical do DPPH e hipoxantina/xantina oxidase.

Esteroides isolados de A. brasiliensis sao bem documentados no estudo feito por Itoh,
Ito e Hibasami (2008). Este metabdlito apresentou resposta contra cancro de pulmao (LU99) e
cancro de estomago (KATO III) em humanos. Costa, Tavares e Oliveira (2016) relatam bem a
presenca de cumarinas em varias espécies do género Agaricus (A. bisporus, A. bernardii, A.
arvensis, A. porphyrocephalus, A. silvicola, etc). Apesar da identificacdo de forma qualitativa
das classes de metabdlitos catequina, cumarinas, resinas e xantonas para os extratos estudados,
ndo foi possivel encontrar na literatura estudos que viessem corroborar com esses dados para
espécie, podendo sugerir assim alguma interferéncia de alguma outra classe de metabolito.

Contudo, testes fitoquimicos com extrato etanolico (50%) do cogumelo A. bisporus ja
foram observadas diversas classes de metabdlitos secunddrios como esterdis, saponinas,
glicosideos de cumarina e resinas (ASHOK; SHABUDEEN, 2015). Ademais, catequinas
identificadas nesta espécie de cogumelo foram relatadas como sendo um dos compostos
responsaveis pela atividade antioxidante frente ao radical DPPH (VAIRAMUTHU et al., 2018).
Em alguns extratos etanolicos (100%) com espécies de Agaricus (sp.) foram possiveis
identificar pelos testes fitoquimicos as classes dos fendis, flavonoides, taninos, esteroides,
saponinas e também glicosideos. Além desses, contetidos de polissacarideos e proteinas (6,16
e 1,52 g/L, respectivamente) foram quantificadas (MAKTOOF; ALRUBAYAE;
ALMANSORII, 2019). Desta forma, conjectura-se que a variacdo de uma dada espécie, local
de cultivo dos cogumelos, bem como os solventes utilizados para preparacdo dos extratos,
garantem uma distribuicdo ndo homogénea para a identificacio de algumas classes de
metabolitos secunddrios, o que torna a utilizacdo desses ensaios bastante importante para uma

ideia inicial das classes de compostos presente nos mesmos.
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5.3 Analise elementar CHNS-O

Ap6s a identificacdo qualitativa das vérias classes de metabdlitos secundarios nos
extratos estudados (EEAb, EAAb e EASP), realizou-se uma quantificagdo em termos
percentuais (%) de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio, resultados esses que

sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Andlise elementar para os extratos de Agaricus brasiliensis

Amostras C H N S (0)
EEAb 37,72 +0,17 7,55+£0,06 498+0,22 1,83+£0,05 47,92+0,16

EAAD 35,19+£0,10 694+0,15 5,88+0,14 1,68+0,27 50,31+0,16
EASP 2748 +0,76  5,51+0,03 3,82+0,15 2,11+090 60,98 +1,84

C: carbono (%); H: hidrogénio (%); N: nitrogénio (%); S: enxofre (%); O: oxigénio (%)

Fonte: Préprio autor

A quantificacdo em porcentagem (%) de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e
oxigénio foi realizado por meio de andlise elementar. Os resultados obtidos mostram niveis
mais elevados de oxigénio (47,92 + 0,16%) e carbono (37,72 + 0,17%), seguido de hidrogénio
(7,55 £0,06%) e nitrogénio (4,98 + 0,22%) para o EEAb. Baixo teor de enxofre (1,83 +0,05%)
foi observado neste extrato. Nos demais extratos foi possivel observar teores bem semelhantes
aos encontrados no EEAb, tendo uma leve variacdo a mais nos teores de enxofre e oxigénio
para o EASP. Na literatura, trabalhos que utilizaram dgua como solucao no preparo do extrato
de ABM apresentaram teores de carbono e nitrogénio de 40,9 e 6,1%, respectivamente,
correspondendo a presenga de carboidratos e proteinas (YAMANAKA et al., 2012).

Cardozo et al. (2013) analisando os polissacarideos de A. brasiliensis obteve teores de
carbono (34,42%), hidrogénio (5,56%) e nitrogénio (2,50%) semelhante ao deste estudo. Além
disso, quando isolaram os polissacarideos dos micélios desta espécie, observou-se teores de
32,07% (C), 4,36% (H) e 1,63% (N). Devido ao uso da 4gua como solvente na preparacao dos
extratos neste trabalho, pode-se sugerir a presenca dos polissacarideos nas suas composicoes,

considerando que essas macromoléculas sdo bastante hidrofilicas.
5.4 Caracterizacao por UPLC-QTOF-MSF dos extratos

A literatura apresenta alguns estudos a qual muitos compostos fendlicos foram
identificados e quantificados no cogumelo A. brasiliensis, dentre esses, o pirogalol e os dcidos
ferdlico, salicilico, protocatecuico, gentisico, siringico, cinamico, galico, benzdico (KIM et al.,

2008). Ainda neste estudo com cinco espécies de cogumelos comestiveis e cinco medicinais
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(comumente cultivados na Coréia) foi evidenciado a presenca de flavonoides como, catequina,
miricetina e quercetina para o A. brasiliensis. Flavonoides esses que possuem muitas atividades
relatadas na literatura.

Li et al. (2014) também por CLAE quantificou e relatou a presenga dos acidos
tartdrico, malico, citrico, fumadrico e succinico, ndo sendo identificado a presenca do 4cido
ascOrbico neste trabalho. Além desses foi realizada também a quantificacdo de acgucares
soldveis presentes no cogumelo, sendo observada a presenca de glicose, manose, manitol,
trealose. No trabalho de Gasecka et al. (2018) foram quantificado (CLAE) diversos acidos
fendlicos (caféico, p-hidroxibenzdico, p-cumarico, clorogénico, gélico, siringico, cindmico e
protocatequina) e dcidos organicos (citrico, férmico, fumarico, l4ctico, maldnico, oxalico,
succinico), demonstrando assim uma rica mistura de metabolitos nesta espécie.

Tendo isso em vista, realizou-se um estudo mais aprofundado do perfil dos metabdlitos
secundarios encontrado nos extratos de A. brasiliensis deste trabalho (baseando-se em estudos
de compostos presentes ja relatados na literatura para o mesmo género, espécie e familia do
cogumelo) através da técnica UPLC-QTOF-MSE, a fim de propor possiveis identificacdes para
as substéncias presentes nos mesmos. Pode-se observar os cromatogramas no modo negativo e
positivo obtidos para o EEAb, EAAb e EASP na Figura 5.

No cromatograma (FIGURA 5) foi possivel observar que muitas substincias se
ionizam no modo negativo e positivo. Cada pico do cromatograma (FIGURA 5) apresenta
espectros de massas que foram devidamente analisados, bem como foram feitos espectros de
MS e MS/MS, além do estudo aprofundado dos fragmentos das moléculas nos EEAb, EAADb e
EASP. De acordo com os resultados obtidos foram propostos a identificacdo de alguns
compostos (putativamente), baseado nas suas fragmentacdes sendo considerado apenas
metabélitos que apresentassem baixissimo erro (ppm <10). E possivel observar na Tabela 4 os

compostos identificados pelo modo negativo e positivo para o EEAb.
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Figura 5 - Comparacdo dos perfis cromatograficos dos extratos de Agaricus brasiliensis
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Cromatogramas obtidos no modo negativo e positivo dos extratos de Agaricus brasiliensis: a) modo negativo do
EEADb, b) modo positivo do EEADb, ¢) modo negativo do EAAb, d) modo positivo do EAAb, e) modo negativo do
EASP, ) modo positivo do EASP.

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 4 - Anotagdes dos metabdlitos identificados putativamente para o EEAb

Modo negativo (ESI) Modo positivo (EST)
R 5 > -
Pico Anotage}c? de Formula Ions Brro Ions Erro Referéncia
(min) metabolito Molecular [M-H] fragmentos [M+H]* fragmentos
MsmMs) (PP (MS/MS) (ppm)
181,0708;
[M+CI] 96,9655; (AMMAR et al.,
1 1,32 Manitol Ce6H 1406 -1,8 - - - 2017; KLEWICKI et
217,0475 89,0205; al.,2017)
71,0111
71,0147, (DELGADO-
2 1,45  Acido malico C4HsOs 133,0128 89,0250; 0,0 - - - POVEDANO et al.,
115,0013 2016)
¢ . ) (DELGADO-
30 206 . Addo T oNOs 128,0348 82,0286, 0,0 i i i POVEDANO et dl.,
piroglutamico 128,0357 2016)
(DELGADO-
4 2,10 L-Agaritina ~ Ci2H17N304 - - - 268,1283 84,0681 -5,2 POVEDANO et al.,
2016)
(DELGADO-
5 3,37 L-Valina CsH11NO> - - - 118,0875 72,0917 5,9 POVEDANO et al.,
2016)

Fonte: Proprio autor.
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Os fragmentos identificados (TABELA 4) no EEAb (FIGURA 5a e 5b) para o espectro
MS do composto 1 mostram um aduto de cloro [M+Cl]" em m/z 217,0475 Da (C¢H1406Cl), que
foi supostamente identificado como manitol. O metabdlito apresenta uma perda de 36 Da
[M+CI-36] que pode ser relativa ao monossacarideo em sua forma neutra m/z 181,0708 Da
(C6H1406). Além disso, o espectro MS? mostra a presenca de outros trés picos em m/z 96,9655
Da [CeH1406-84], 89,0205 Da [CsH1406-92] € 71,0111 Da [CsH1406-110] (AMMAR et al.,
2017; KLEWICKI et al., 2017).

Os compostos 2 e 3 apresentaram um ion molecular [M]- em m/z 133,0128 e 128,0348,
supostamente identificados como dcido mélico e dcido piroglutimico de férmula molecular
C4HsOs e CsH7NOs, respectivamente. Os fragmentos desses metabdlitos observados no
espectro MS? apresentaram perdas de 18 Da [M-H>O]", 44 Da [M-COz] e 62 Da para o 4cido
malico, enquanto fragmentos de 128 Da e 46 Da foram evidenciados para acido piroglutdmico
(DELGADO-POVEDANO et al., 2016). O composto 4 (L-agaritina) € o composto 5 (L-valina)
apresentaram seus fons moleculares no modo positivo em m/z 268,1283 Da (Ci2H17N304)
[M+H]" e m/z 118,0875 Da (CsH11NOz) [M+H]", respectivamente. Os fragmentos desses
metabélitos observados no espectro MS? apresentaram perdas de 184 Da e 46 Da na mesma
ordem descrita acima para o composto 4 e composto 5 (DELGADO-POVEDANO et al., 2016).

Para os cromatogramas do modo negativo e positivo do EAADb observou-se um perfil
bastante similar ao do EEAb (FIGURA 5c e 5d), tendo variacdes apenas em intensidades em
algumas regides do cromatograma. E possivel observar na Tabela 5 os compostos identificados
por ambos os modos para o EEAb. Os fragmentos identificados no EAAb (TABELA 5) para o
espectro MS do composto 1 (putativamente identificado como manitol) mostram um aduto de
cloro [M+CI]" em m/z 217,0475 Da (CsH140¢Cl). As perdas observadas para este metabdlito
foram bem semelhantes ao EEADb, m/z 181,0711 Da [M+Cl-36]", m/z 96,9670 Da [CsH1406-84]
, 89,0226 Da [CcH1406-92] € 71,0183 Da [CcH1406-110] (AMMAR et al., 2017; KLEWICKI
etal.,2017).

O composto 2 foi supostamente identificado como acido piroglutamico (CsH7NO3) e
apresentou um fon molecular [M-H] em m/z 128,0342 Da. Os fragmentos desse metabodlito no
espectro MS? apresentou perda de m/z 46 Da, além de ainda ser possivel a observagdo de seu
ion molecular no estado neutro m/z 128,0353 Da, indicando assim a grande presenca desse
metabodlito no EAAb (DELGADO-POVEDANO et al., 2016). O composto 3 (L-agaritina)
apresentou seu fon molecular no modo positivo em m/z 268,1279 Da (C12H17N304) [M+H]" e
fragmento no espectro MS? com perda de 184 Da (DELGADO-POVEDANO et al., 2016).



Tabela 5 - Anotacoes dos metabdlitos identificados putativamente para 0 EAAb
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Modo negativo (ESI) Modo positivo (EST*)
R Anota¢do de Formula fons fons
Pi 1 Referénci
0 (min) ~ metabdlito  Molecular [M-HT fragmentos Erro [M+H]* fragmentos Erro crerene
Msms) (PP (MS/MS) (ppm)
181,0711;
[M+CI] 96,9670; (AMMAR et al.,
1 1,34 Manitol CsH 14056 -3.7 - - - 2017; KLEWICKI et
217,0475 89,0226; al., 2017)
71,0183
- _ (DELGADO-
2 201 iroAlfll‘gl(r)nico CsH/NO; 128,0342 fzzé()égg% 47 - - - POVEDANO et al.,
pirog ’ 2016)
(DELGADO-
3 2,04 L-Agaritina  C12H7N304 - - - 268,1279 84,0687 -6.7 POVEDANO et al.,
2016)

Fonte: Préprio autor.
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Para o cromatograma dos modos negativo e positivo do EASP (FIGURA 5e e 5f) ¢
possivel observar um perfil bastante semelhante aos dos demais extratos (EEAb e EAADb)
(FIGURA 5). O manitol (CsH140¢) que também foi possivel identificar no extrato apresentou
os seguintes parametros: t;: 1,34 min; [M+Cl]: 217,0479; {ons fragmentos (MS/MS): 181,0726;
96,9658; 89,0223; 71,0124 e erro (ppm): -2,8 para o modo negativo. O dcido piroglutamico
(CsH7NO3) neste mesmo modo apresentou t;: 2,01 min; [M-H]: 128,0339; {ons fragmentos
(MS/MS): 181,0726; 96,9658; 89,0223; 71,0124 e erro (ppm): -7,0. A presenca do ion
molecular no modo positivo de m/z 268,1273 Da [M+H]" em 2,04 min (t;) pode ser atribuido a
L-agaritina (C12H17N304, erro de -9,0 ppm). Como fragmento foi obtido no MS? um fon m/z
84,0691 Da referente a perda de 184 Da (AMMAR et al., 2017; KLEWICKI et al., 2017,
DELGADO-POVEDANO et al., 2016).

Apesar de ndo haver muitos trabalhos que utilizaram a técnica de UPLC-QTOF-MSE
para realizar uma caracterizacao completa dos metabdlitos presentes em extratos do cogumelo
A. brasiliensis, o trabalho de Mokochinski et al. (2015) conseguiu identificar uma diversidade
de acidos graxos na espécie, sendo os compostos identificados por eles no modo negativo: dcido
palmitico (t;: 10,01 min) m/z 255,2330 Da [M-H], 4cido linolénico (t:: 8,78 min) m/z 277,2173
Da [M-H], acido linoleico (t:: 9,38 min) m/z 279,2325 Da [M-H] e acido oleico (t;: 9,35 min)
m/z 281,2481 Da [M-H]". Esses compostos por possuirem cadeias carbdnicas muito elavadas
apresentam carater hidrofébico, sendo identificados assim préximos ao termino das corridas
das andlises (altos tempos de reten¢dao) (MOKOCHINSKI ez al., 2015). Mesmo com a exaustiva
tentativa de identificacio de outros metabdlitos além dos relatados na Tabela 4, ainda pode-se
presumir a presenca desses dcidos graxos nos EEAb, EAAb e EASP, uma vez que hd uma
elevada intensidade nos cromatogramas na faixa de 9 a 12 min (FIGURA 5), além destes serem
bem relatados na espécie estudada, podendo esses estarem na forma de adutos, o que dificultou

suas identificacdes no presente trabalho.
5.5. Caracterizacao dos extratos por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Para atribui¢des dos sinais obtidos para o EEAb, EAAb e EASP, levou-se em
consideracdo os espectros representativos de ressonancia magnética nuclear de 'H, visando
identificar a regido espectral de maior intensidade para os resultados das andlises. Apds a
realizacdo e verificacdo das mesma observou-se que grande parte dos sinais de alta intensidade
ficaram correspondidos entre as regides de 3,5 — 4,0 ppm, regides essa bastante caracteristica
para acucares (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010). Correlacionando os resultados obtidos nas

analises de RMN para os acticares com os tentativamente identificados por UPLC-QTOF-MSE,
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atribuiu-se os sinais de mais alta intensidade ao manitol (FIGURA 6), devido a similaridade

com espectros ja relatados na literatura (RODRIGUES et al., 2010) para este agucar.

Figura 6 - Estrutura molecular do manitol

Fonte: Préprio autor.

Os espectros de RMN de 'H apresentaram bastante similaridade para os extratos do
cogumelo produzidos, exibindo sinais em 6 3,80 ppm atribuido ao H-1, seguidos para H-2 e H-
3 sinais em 6 3,63 e & 3,74 ppm, respectivamente, para 0 EEAb. Os sinais em 6 para o espectro
de RMN de 'H para o EAAb demonstraram-se em 3,82; 3,76 e 3,64 ppm para a seguinte ordem
dos dtomos de hidrogénios, H-1, H-2 e H-3, respectivamente. Os sinais em o para o espectro de
RMN de 'H para o EASP foram em torno de 3,85; 3,79 e 3,67 ppm para a seguinte ordem H-1,
H-2 e H-3 dos atomos de hidrogénios, respectivamente. Sinais esses bastantes similares aos
trabalhos relatados na literatura (PAULA et al., 1998). Nao foi possivel realizar as atribuigdes
dos sinais referentes aos hidrogénios das hidroxilas nos espectros dos extratos uma vez que
ocorre uma alta sobreposi¢ao de sinais nesta regido (3,5 — 4,0 ppm).

Branco et al. (2010) estudando D-manitol de residuos de biomassa de Agave sisalana
realizou as seguintes atribuicdes para os cristais de manitol obtidos através da andlise em
DMSO e utilizando um equipamento de 300 MHz para os RMN de 'H: & 4,38 (HO, 1 ¢ 6), 8
4,29 (HO,2¢e5),064,11 (HO,3¢4),63,54(H,1e6),63,61 (H,3e4),6345(H,2e5)ed
3,39 (H, 1 e 6). Estes sinais se assemelham bastante aos obtidos no presente trabalho (sinais
mais intensos), com leves variacdes nos deslocamentos quimicos referentes ao emprego dos
diferentes solventes das andlises. Babenko et al. (2019) atribuiu os sinais de RMN de 'H para
o manitol dissolvido em D20 em, 6 3,769 (H-1); 6 3,710 (H-2); 6 3,659 (H-3) e 6 3,581(H-4)
em seu trabalho na quantificacdo de sacarideos em formulagdes de inaladores de p6 seco. Esses
resultados demonstram mais similaridades aos obtidos no presente trabalho. Pode-se observar

os espectros de RMN de 'H para os extratos na Figura 7 (a, d e g).



Figura 7 - Espectros de RMN dos extratos de Agaricus brasiliensis
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Os espectros de *C apresentaram apenas trés sinais (devido a molécula do manitol ser
centro simétrica) em o 70,82; 69,24 e 63,20 ppm, sendo os de maiores deslocamentos
associados aos C-2 e C-3 e o mais protegido ao C-1 para o EEAb, respectivamente. Os sinais
em o para o espectro de RMN de Bc para o EAAb foram 71,00; 69,42 e 63,27 ppm, associados
aos C-2 e C-3 e C-1, respectivamente. Os sinais em & para o espectro de RMN de 3C para o
EASP foram 70,88; 69,30 e 63,24 ppm, associados aos C-2 e C-3 e C-1 respectivamente.
Rodrigues ef al. (2010) obtiveram valores bastante similares ao do presente trabalho. Os
espectros de RMN de '3C para os extratos podem ser observados na Figura 7 (b, e e h). Branco
et al. (2010) apresentou os seguintes resultados de deslocamentos quimicos para o manitol em
relacdo ao RMN de '°C (75 MHz, DMSO): 64,15 (C,1 e 6), 71,58 (C, 2 e 5) € 69,94 (C, 3 e 4),
demonstrando-se assim valores bem semelhantes aos obtidos nos extratos.

O mesmo pode ser observado nos resultados de Pisklak ef al. (2016), a qual estudando
os excipientes farmacéuticos mais comuns encontrados nas formulacdes de medicamentos
s6lidos detalhou os deslocamento quimico de *C para os atomos de carbono do manitol, 62,01
(C-1), 71,16 (C-2), 66,84 (C-3), 68,70 (C-4), 68,89 (C-5) e 63,58 (C-6) ppm. Estes resultados
estdo de acordos com as atribui¢des feitas no presente trabalho, além de ainda demonstrar que
a técnica utilizada para caracterizagdo se mostrou bastante precisa, uma vez que os resultados
apresentaram valores bem préximos.

Os resultados dos espectros de DEPT corroboraram com os resultados de RMN de *C
para o manitol nos extratos [EEAb (70,77; 69,20 e 63,17 ppm); EEAD (70,79; 69,21 e 63,18
ppm) e EESP (70,84; 69,26 e 63,22 ppm)], para os carbonos C-2 e C-3 e C-1, respectivamente,
assim como no trabalho de Rodrigues et al. (2010) que obtiveram o mesmo perfil para o manitol
isolado da Stemodia maritima. Os resultados da andlise de DEPT para os extratos de A.
brasiliensis podem ser observados na Figura 7 (c, f e 1). O manitol foi considerado o composto
majoritario nos extratos uma vez que os sinais para esta andlise (mais intensos), bem como as
atribuicOhes em comparacdo com os sinais desse metabdlito na literatura se mostraram

sustentaveis.

5.6 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para uma maior clareza acerca da real identificacdo do manitol nos extratos foi que se
procedeu com a respectiva andlise. ApoOs a realizacdo da andlise nas cromatoplacas com a
metodologia estabelecida, calculou-se os valores de fatores de retencao (Rfs) para cada um dos
extratos e foi tracado um comparativo com os valores de Rf do padrao de manitol. Os valores

obtidos ap0ds as andlises foram 0,3244, 0,3217, 0,3204 e 0,3197 para o manitol, EEAb, EAAb
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e EASP, respectivamente. Esses valores de Rfs para os extratos demonstraram bastante
similaridade ao do padrdao manitol.

Ao fazer os comparativos dos Rfs calculados para cada eluicdo dos extratos (EEADb,
EAAb e EASP), observa-se que estdao dentro da mesma faixa valores, o que pressupde a
confirmacdo obtida pelos espectros de RMN e na anilise de UPLC-QTOF/MSE na
identificacdo desse metabolito. Apesar de ser uma técnica dita bastante simples, ela se mostrou
bastante eficaz na avaliagdo qualitativa na identificagdo do manitol. A Figura 8 apresenta o

resultado da elui¢do da andlise para o padrao (manitol) e o para os extratos testados.

Figura 8 - Andlise de confirmag@o de manitol em extratos de Agaricus brasiliensis

Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos de ABM: a) Padrdo manitol; b) EEAb; c) EAAb e d) EASP.

Préprio autor.

5.7 Quantificacao do manitol em extratos de Agaricus brasiliensis por CLAE

Ap6s a putativa identificagio do manitol por UPLC-QTOF/MSE, RMN e CCD tornou-
se apropriado a quantificacido desse metabdlito nos extratos do cogumelo A. Brasiliensis com
a utilizagdo de uma técnica mais robusta. A identificacdo do manitol nos extratos foi possivel
mediante o cromatograma do padrao manitol (por CLAE), obtido pela inje¢do do produto,
sendo observado um tempo de retengdo de 3,772 min. A curva de calibragao foi construida nas
concentragdes 1-10 mg mL™!. A equacdo da curva gerada com os resultados obtidos foi y =
775732x - 27107 (R?= 0,9992), sendo esta utilizada para determinar os teores de manitol nos

extratos estudados.
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Os cromatogramas mostraram a presenca de manitol em todos os extratos analisados,
comprovado pelo tempo de retencdo quando comparado ao do padrdo. Foi possivel observar
um tempo de retencdo de 3,77 para o padrao manitol, 3,75 min para o EEAb, 3,75 min para o
EAAD e 3,59 min para o EASP, respectivamente. A sobreposicdo dos sinais das andlises feitas

pode ser comparada conforme exposto na Figura 9.

Figura 9 - Quantificacdo de manitol nos extratos de Agaricus brasiliensis
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Quantificacdo de manitol nos extratos de Agaricus brasiliensis: a) Padrao de manitol; b) EEAb; c) EAAb e
d) EASP

Fonte: Préprio autor.

Foi obtido teores de 40,81 + 0,74%, 31,25 + 1,25% de manitol nos EEAb e EAADb
respectivamente, o que correspondeu a 408,14 e 312,58 mg de manitol/g de extrato bruto para
mesma ordem dos extratos. Observou-se para quantificacio de manitol para o EASP teores
correspondentes a 73,10 £ 0,24% (731,00 mg de manitol/g), demonstrando assim um alto teor
do actcar para o extrato comparando-se aos demais extratos (EEAb e EAADb). Este fator pode
ser atribuido uma vez que a solugdo remanescente apds a precipitacdo dos polissacarideos
encontra-se rica na presenca desse metabdlito, o que apds a sua total secura (obten¢do do
extrato bruto) ird denotar altos teores do mesmo. Ao realizar a comparacdo do EEAb com o

EAAD foi possivel constatar que a utilizacdo do etanol como solvente na mistura para o seu
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preparo facilitou as interagdes intermoleculares na sua extragdo (manitol), quando comparado
com a utiliza¢do apenas da 4gua como solvente (EAAD).

Encontram-se alguns trabalhos na literatura que quantificaram o manitol em extratos
de A. brasiliensis, como foi o caso do trabalho de Tsai, Tsai e Mau, (2008), a qual obtiveram
resultado de 79,43 mg/g de extrato bruto, que corresponde aproximadamente cinco vezes
menos se comparado com o EEAb, quatro vezes ao EAAb e cerca de nove vezes ao EASP.
Essa diferenca de resultados pode estar associada a forma como os extratos foram obtidos, uma
vez que, na metodologia utilizada por Tsai, Tsai e Mau, (2008) partiu-se de 50 mL de uma
solucdo de etanol (80%) para extracdo, seguida de agitacdao (45 min), lavagem e filtracdao. A
metodologia utilizada no presente trabalho, além de um maior tempo de contato entre a
matéria-prima (cogumelo macerado) com solugdo extratora foi também usado um volume
maior de solvente para a preparacdo dos extratos, resultando assim em uma maior interacao
entre o manitol presente no cogumelo com os solventes empregados.

Outro estudo que realizou essa quantificac¢ao foi o de Lo et al. (2016), que obtiveram
altos niveis de manitol em relacdo a outros acucares que também foram quantificados na
espécie de ABM (arabinitol, glicose, mio-inositol e trealose). Alguns outros trabalhos mostram
que o manitol € bastante recorrente em cogumelos deste género (Agaricus), sendo relatadas na
literatura a presenca desse metabdlito para as espécies de A. bisporus (CARDOSO et al., 2019),
A. meleagris (RAFIGHI et al., 2019), A. campestris (JEDIDI et al., 2016), A. bitorquis e A.
macrosporus (GLAMOCLIJA et al., 2015). A presenca de manitol nos extratos se mostraram
muito importante devido este composto ter papéis bastante importantes no corpo humano,
como papéis metabodlicos na tolerancia ao sal, osmética e combate ao estresse oxidativo, a qual

favorece a protecao contra os oxigénios reativos (TAKSHAY; WILLIAMSON, 2016).
5.8 Quantificacao dos fendéis totais e flavonoides totais

Os resultados dos fendis totais e flavonoides presentes nos extratos podem ser vistos
na Tabela 6. Sendo os valores de fendis totais representados em miligramas equivalentes dcido
gdlico por grama de extrato (mg EAG/g) (y =0,0013x —0,0108) e os flavonoides representados
como miligramas equivalentes quercetina por grama de extrato (mg EQ/g) (y = 0,0529x —

0,009).
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Tabela 6 - Quantificacio dos fendis totais e flavonoides de extratos de Agaricus brasiliensis

Amostras Fendis totais Flavonoides
mg EAG/g mg EQ/g

EEAb 89,23 +2.56 14,33 + 0,07

EAAD 60,17 + 3,92 9,37 +£0,18

EASP 55,04 £1,48 8,11+0,18

Fonte: Préprio autor.

No presente trabalho observa que para os valores de fendis totais obtidos teve-se
melhor resultado o EEAb, obtendo valores de 89,23 mg EAG/g (correspondente a um teor de
8,92% de fendis totais), seguido do EAAb que obteve 60,17 mg EAG/g (correspondente a um
teor de 6,02% de fendis totais) e o EASP 55,04 mg EAG/g (correspondente a um teor de 5,50%
de fendis totais). A diferenca entre os fendis totais quantificados no EEAb com o EAAD foi
em torno de 29,06 (mg EAG/g), representando quase 32,57% de diferenca. Se levarmos em
consideracao o EASP tem-se uma diferenca de 34,19 (mg EAG/g), cerca de 38,32% a menos
comparando-se com o EEAD.

Essa discrepancia de valores nos mostra que a utilizacdo do solvente organico na
preparagdo do EEAb mostrou-se mais efetiva, pelo fato de interagir com uma maior quantidade
de substancias presente no cogumelo, quanto a extracao realizada do EAAb e EASP. Alguns
trabalhos na literatura também quantificaram os teores de fenodis totais em extratos de A.
brasiliensis. No trabalho de Tsai, Tsai e Mau, (2007), o qual utilizou extratos aquosos e
etandlicos (95%) do mesmo, foi possivel observar valores de 5,67 + 0,09 e 5,80 £+ 0,05 mg/g
para os extratos aquoso e etandlicos, respectivamente. Essas diferencas nos resultados podem
ser explicadas pelo fato de que a interacdes moleculares desses componentes sao mais fortes
com o mistura de solventes quando comparado com extragdes apenas com dgua ou etanol, no
momento de sua extracio (preparacdo dos extratos).

Ja no trabalho de Gan, Nurul e Asmah, (2013) ele obteve resultados melhores que os
de Tsai, Tsai e Mau, (2007), o mesmo preparou quatro extratos, sendo dois deles do cogumelo
A. brasilensis e os outros dois do cogumelo A. bisporus. Para ambos os cogumelos foram feitos
extratos etandlicos (60%) e aquosos. Eles obtiveram teores de fendis de 12,50 £ 0,22 e 15,79 £
0,25 mg EAG/g para os extratos etandlicos e aquosos do cogumelo, respectivamente e 10,25 +
0,22 e 10,25 + 0,22 mg EAG/g para os extratos etanolicos e aquosos do A. bisporus,
respectivamente. Valores esses diferiram com os observados no presente trabalho, podendo-se

justificar pelas metodologias empregues em cada trabalho.
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Outro trabalho que se baseia no mesmo método foi o trabalho de Guo et al. (2012),
onde avaliaram os teores de fendis totais em 49 cogumelos diferentes. Os autores realizaram a
preparacao de extratos a base de solvente apolar (tetra-hidrofurano) e solventes mais polares
(metanol / dcido acético /dgua). Para o extrato mais hidrofébico foi obtido um teor de 3,344 +
0,048 (mg EAG/g), enquanto que para o extrato mais hidrofilico 5,004 + 0,035 (mg EAG/g),
fornecendo um teor total de 8,348 + 0,084 (mg EAG/g) para o estudo com o cogumelo A.
brasilensis, mostrando assim a influéncia do solvente com a interacdo com essa classe de
metabdlito. Buruleanu et al. (2018) obteve em seus resultados niveis mais elevados de fendis
totais para extratos etandlicos (50%) (21,23 + 0,01 e 69,65 + 0,23 mg EAG/g) quando
comparado com extratos aquosos (11,30 £ 0,01 e 17,50 + 0,01 mg EAG/g) para as espécies de
A. bisporus e A. campestris, respectivamente. A porcentagem de fendis totais obtidos para o
extrato de A. campestris (6,96%) foi bastante semelhante ao do presente estudo (8,92%), porém
um pouco menor.

No presente trabalho, os teores de flavonoides foram de 14,33 + 0,07 mg EQ/g
(correspondente a um teor de 1,43% de flavonoides) para o EEAb, 9,37 + 0,18 mg EQ/g
(correspondente a um teor de 0,94% de flavonoides) para o EAADb e 8,11 + 0,18 mg EQ/g
(correspondente a um teor de 0,81% de flavonoides) para o EASP. Novamente foi evidenciado
um maior teor, assim como nos fendis para o EEAb. Nao houve muita discrepancia nos
resultados obtidos para o EAAb e EASP, mostrando-se bastante similares.

A diferenga entre os teores de flavonoides do EEAb com o EAAD foi de 4,96 mg
EQ/g, representando 34,61% a mais do que o mesmo. Se levarmos em consideracdo o EASP a
diferenca foi cerca de 43,40% a menos que o EEAb. Essa grande variacdo de valores nos
monstra que a utilizacdo da mistura de solventes na preparacdo do extrato interagiu mais
fortemente com substincias presente no cogumelo, quanto a extracdo realizada com os EAADb
e EASP.

Para os teores totais de flavonoides (BURULEANU et al., 2018), esses extratos (na
mesma ordem das espécies mencionadas acima, respectivamente) apresentaram resultados
inferiores (0,83% e 0,65% mg EQ/g) quando comparado ao EEAb (1,43%) e valores bem
proximos aos EAAb e EASP. Outro estudo que trabalhou com um extrato metandlico de A.
blazei obteve teores de flavonoides de 0,327 + 0,01 (mg EQ/g) (VITAL et al., 2017), o que
sugere que a mudanca de solvente de extracdo associado a uma determinada metodologia
resultard em diferentes niveis de compostos fendlicos extraidos, uma vez que suas forcgas

intermoleculares serdo necessariamente diferentes. Os baixos niveis de flavondides obtidos nos
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extratos podem justificar o fato destes ndo terem sido identificados na andlise de UPLC-QTOF-

MSE.
5.9 Atividades antioxidantes dos extratos de Agaricus brasiliensis
5.9.1 Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH para
os extratos podem ser observados na Tabela 7. No presente trabalho, as atividades
antioxidantes dos extratos apresentaram os seguintes valores, o EEAb obteve o melhor valor
de 117,04 £ 0,76 (ug mL™), seguido do EAAD 156,95 +4.,80 (ug mL") e EASP 290,98 + 6,77
(ug mL) se comparados com o padrio dcido ascérbico 18,53 + 0,75 (ug mL™!). Os extratos
ndo apresentaram valores préximo ao padrdo (cerca de 6 vezes superior ao EEAb), porém
obtiveram bons valores para atividade antioxidante, tendo em vista a baixa quantidade de

material necessdrio para inibir 50% dos radicais do DPPH no teste.

Tabela 7 - Valores de CEso (ug mL™") para extratos de Agaricus brasiliensis

Amostras CEso
(ng mL1)
Acido ascérbico (Padrao) 18,53 £ 0,75
EEADb 117,04 £ 0,76
EAADb 156,95 + 4,80
EASP 290,98 + 6,77

Fonte: Préprio autor.

O fato que pode ter proporcionado essa diferenca para os extratos comparando-se ao
padrdo, pode estar associada a utiliza¢do do padrdo puro para a anélise, se comparado a mistura
de vérias classes de metabodlitos encontradas para os extratos (EEAb, EAAb e EASP).
Trabalhos na literatura relatam a alta atividade antioxidante apresentada pelo dcido ascérbico
(BASCHIERI et al., 2019; LIN et al., 2019). Melhor atividade j era esperado para o EEADb,
tendo em vista os resultados que demonstraram maiores teores de fenois totais e flavonoides.
O EAAD obteve valores melhores do que o EASP, fato esse que pode estar relacionado com o
isolamento dos polissacarideos. Isso leva-nos a pensar que os polissacarideos do cogumelo
possuem grande importancia na atividade antioxidante do cogumelo. Estudos a respeito da
atividade antioxidante DPPH dos polissacarideos do cogumelo em estudo ja foram relatados,

sendo os resultados considerado satisfatorios (JIA et al., 2013; KOZARSKI et al., 2011).
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No trabalho de Dutta et al. (2018), a qual submeteu-se o manitol puro ao método de
sequestro do radical DPPH (HAZRA et al., 2010; MAHAKUNAKORN et al., 2004), obteve-
se um resultado similar ao EASP (teor de 71,86% de manitol), precisando cerca de 200 pg mL-
! para inibicio de 50% dos radicais livre de DPPH. Esse resultado corrobora com a
quantificacdo de manitol feita por CLAE no EASP, uma vez que suas atividades antioxidantes
se mostraram bastante similares. Os muitos compostos fendlicos presentes nos extratos,
principalmente para o EEAb, conseguiram estabilizar de forma mais eficaz os radicais livres
na molécula de DPPH, ocasionando assim sua maior estabilidade. O mecanismo de inibicao
do radical DPPH pelos compostos fendlicos presentes nos extratos pode ser sugerido de acordo
com a Figura 10, onde A-H representa os compostos fendlicos com diposi¢ao da doacao de um

atomo de hidrogénio radicalar presentes nos extratos.

Figura 10 - Representacdo da reacdo de inibi¢ao do radical livre do DPPH
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Fonte: adaptada de CHIM ACTIVE (2018).

Geralmente, ocorre a doagado de elétrons ou de um hidrogénio radicalar por parte dos
fendlicos para ocasionar a inibi¢ao do radical DPPH. No trabalho de Popescu et al. (2017) foi
preparado um extrato aquoso do cogumelo A. brasiliensis sendo avaliado seu potencial
antioxidante frente ao radial de DPPH. O resultado obtido para o CEso (mg mL™') do extrato
foi de 1,3727 + 0,2641, resultado esse menos efetivo em comparacio aos dos extratos deste
trabalho. Essa diferenca pode ser relacionada pelas quantidades dos metabdlitos nos extratos
(o que reduziu sua atividade), bem como na forma como os autores prepararam seu extrato. Os
mesmos foram preparados a partir de 5 g de cogumelo aquecido em condensador de refluxo
com 100 mL de dgua por 15 min. Talvez o volume de solvente e tempo na metodologia
utilizada possa ter ocasionado uma supersaturacdo da solu¢cao muito rapida, impedindo assim

o arraste de mais compostos fendlicos pela solugao (POPESCU et al., 2017).
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Gan et al. (2013) trabalhando com extratos de A. brasiliensis, obteve CEso (mg mL™)
para seus extratos etanolicos (60%) e aquoso de 1,67 £ 0,21 e 3,80 + 0,72 respectivamente.
Gan et al. (2013) utilizou uma metodologia bastante similar a de Popescu et al. (2017), partindo
de 5 g de amostras em agitagdo com 100 mL de metanol, a temperatura ambiente e a rotagdo
de 130 rpm por 24 h. O fato de ndo ter utilizado a temperatura na obtencao dos extratos pode
ter proporcionado uma redu¢do no arraste de muitas substincias presente no cogumelo. No
presente trabalho, a ndo utiliza¢do de temperatura foi comutado pela quantidade de tempo (7
dias) em que o material ficou sob agitacdo constante com o solvente extrator, bem como pela
quantidade de volume da mistura de solventes (1 L), permitindo assim uma maior intera¢ao
das substancias presente no cogumelo com a solugdo.

Huang e Mau, (2006) trabalharam com diversos extratos metandlicos de A.
brasiliensis sob influéncia de radiacdo-A, visando analisar se a quantidade de kGy influiria
sobre a atividade antioxidante dos extratos nos radicais DPPH. O estudo ndo demonstrou
nenhuma relacdo direta, porém foi citado pelo autor que alguns legumes como repolho chinés,
algumas espécies de trufas e a soja tiveram diminuicao de seus compostos fenolicos quando
submetidos a radiacdo. Foi observado valores de CEso (mg mL™!) bastante similares para seus
extratos, sendo o valor de 0,26 + 0,01 mg mL! para o extrato que ndo foi submetido a nenhuma
espécie de radiacdo. Esse valor relatado foi bastante similar ao obtido no EASP do presente
trabalho.

Carvajal et al. (2012), analisou extratos etandlicos (70%), feitos a partir dos corpos
de frutificacdo, micélios ‘jovens’ e micélios ‘velhos’ do cogumelo A. brasiliensis. Seus
resultados de CEso (ug mL™") mostraram-se bastante eficientes quanto as inibi¢des dos radicais
DPPH, sendo eles 305 + 14 para os corpos de frutificacdo, 1413 + 52 para os micélios ‘jovem’
e 599 + 35 micélios ‘velhos’. Tais valores de CEso (ug mL™!) se mostraram bastante diferentes
da literatura e também do presente trabalho. Acerca dos trabalhos analisados, observou-se
valores bastantes similares em cada trabalho, tendo uma discrepancia maior de valores de CEso
(ug mL") apenas para o trabalho de Carvajal et al. (2012). Os extratos do cogumelo A.
brasiliensis mostraram uma boa atividade antioxidante em diferentes extratos e formas de
obten¢@o dos mesmos.

No trabalho de Veerappan et al. (2018) a qual utilizou-se um extrato metandlico de
A. brasiliensis foi observada apoptose induzida em células de neuroblastoma (SH-SYS5Y), a
qual se justificou pela eficacia da atividade antioxidante do cogumelo, ocorrendo 0 mesmo no
trabalho de Sa-Nakanishi (2014), que administrou extrato aquoso dessa mesma espécie e

observou a protecdo do cérebro de ratos idosos contra o estresse oxidativo. Além desses,
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muitos outros trabalhos realizados com a espécie demonstram que essa boa atividade
antioxidante € uma das principais responsdvel para €xito em testes como o de artrite reumatoide
(SOUZA et al., 2018), diabetes mellitus (YURKIV et al., 2015), doenca de Crohn e colite
ulcerosa (THERKELSEN et al., 2016b), hepatoprotetora (AL-DBASS; AL-DAIHAN; BHAT,
2012) e as que envolvem o processo de estresse oxidativo (HAKIME-SILVA et al., 2013),

dentre outros.
5.9.2 Capacidade de quelagao do ion ferroso

O ensaio de capacidade de quelante de ferro foi utilizado para avaliar a capacidade de
formagdo de complexos de ferro?* com os compostos fendlicos presente nos extratos (EEADb,
EAADb e EASP). O padrao EDTA mostrou-se bastante efetivo em complexar os ions ferrosos,
obtendo um baixissimo valor necessdrio de material (0,0031 + 0,00015) para complexar os
fons ferrosos em solucdo. A atividade quelante de ferro mais forte para os extratos, foi
observada na concentra¢do de 4 mg mL™! (96,75%) para o EEAD, enquanto a concentracdo de
0,5 mg mL!, para o mesmo apresentou a menor atividade (12,97%).

Para o EAADb obteve-se um percentual médio de atividade de quelagdo de 92,77%
para concentracio de 4 mg mL™! e 12,01% para concentracio de 0,5 mg mL!. O EASP nio
apresentou bons resultados para o teste, tendo uma baixa capacidade de quelagdo para a
concentragdo mais elevada (4 mg mL"), obtendo um percentual de quelacdo de 30,69%
enquanto para menor concentragio (0,5 mg mL') um percentual de 4,64%.

O é4cido ascorbico ndo obteve resultados muito satisfatorios para a atividade de
quelacdo do fon ferroso, tendo como percentual quelante para a maior concentracdo (4 mg mL-
1) apenas o valor de 12,03%, resultado bastante similar a quelagdo das menores concentracdes
do EEAb e EAAD. Para sua menor concentragdo (0,5 mg mL™) evidenciou-se uma quelagio
média de 4,48% de ions Fe?*. O EEAb e EAAb apresentaram melhores resposta para este
método em comparativo com o mesmo, a qual ja possui boa atividade antioxidante em outros
ensaios relatados na literatura (MURIPITI ez al., 2019). Resultados esses podem ser observado

na Tabela 8.
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Tabela 8 - Capacidade de quelacdo do ion ferroso de extratos de Agaricus brasiliensis

Amostras Capacidade de quelacao
(ugmL™)
EDTA (Padrio) 0,0031 +0,00015
Acido ascérbico 7214,65 + 592,84
EEADb 619,25 + 1,59
EAAD 675,14 £ 1,82
EASP 2206,45 + 14,07

Fonte: Préprio autor.

Sabe-se que os flavonoides sdo as principais classes de compostos que reagem com
os fons metélicos ocasionando a formag¢do de complexos metalicos através de processos redox
(KASPRZAK; ERXLEBEN; OCHOCKI, 2015), dessa forma houve coeréncia para os
resultados, tendo em vista que o EEAb apresentou maiores teores de fendis e flavonoides,
seguido dos EAADb e EASP, respectivamente.

No trabalho de Carvajal et al. (2012) a qual trabalharam com trés extratos
hidroetandlicos (70%) de A. brasiliensis (micélios maduros, micélios novos e micélios
antigos), apresentaram resultados similares ao do presente trabalho, sendo eles 1002 + 67 (ug
mL), 1,325 + 89 (ug mL™") e 438 + 34 (ug mL!) para os micélios maduros, micélios novos e
micélios antigos, respectivamente. Além disso, com a estrutura e conformacao dos a-glucanos
bem elucidado por Zhang et al. (2018) e os f-glucanos extraidos do ABM, pode-se sugerir que
ambos os polissacarideos atuaram em sinergismo com manitol (e demais metabdlitos
secundarios presentes no EEAb), proporcionando resultados satisfatorios, assim como 0s
observados por outros autores para atividade antioxidante e capacidade quelante de fons
ferrosos (WEI et al., 2019; KOZARSKI et al., 2011; KOZARSKI et al., 2014). O EEAb
demonstrou ser o mais promissor dos extratos estudandos, sendo este escolhido para avaliacao
da atividade gastroprotetora nas doses de 5 mg kg™! (EEAb-5), 25 mg kg™! (EEADb-25) e 50 mg
kg! (EEAb-50) (doses baseadas em estudos da literatura, Sui et al. (2010), Xin. (2019) e
Nakajima et al. (2002).
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5.10 Investigacao do efeito gastroprotetor do EEAb no modelo experimental de tlcera

gastrica
5.10.1 EEAD reduz de forma dose-dependente as lesoes gdstricas

A administracdo de etanol absoluto produziu lesdes na mucosa géstrica, as quais
foram reduzidos nos animais pré-tratados com EEAb (25 e 50 mg kg'!), de uma forma dose-
dependente 75-81%. A érea ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida com a
administracdo do EEAD, por via oral nas doses de 25 mg kg'1 (3,28 £ 0,72 %, p <0,01) e 50
mg kg'1 (4,60 £ 1,51%, p <0,05). Com a dose de 5 mg kg'1 (15,39 + 3,20%) nao foram
observados efeitos significativos para o tratamento. A N-acetilcisteina (NAC, 300 mg kg™')
(0,57 £ 0,11%, p <0,0001), utilizado como farmaco de referéncia, também reduziu

significativamente as lesdes gastricas em 95%, quando comparados com o grupo controle

(17,91 + 2,56%) (FIGURA 11).

Figura 11 - Representacdo das médias + E.P.M das percentagens das dreas gastricas ulceradas
para os grupos
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Os valores foram apresentados como média + EPM da superficie das dreas ulceradas. Para a andlise estatistica
foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do Teste de Tukey. Onde: * p <0,05 vs controle; a) Estdmago
tratado apenas com etanol absoluto; b) Estdmago tratado com a dose de 5 mg kg™!; ¢) Estdmago tratado com a

dose de 25 mg kg'!; d) Estbmago tratado com a dose de 50 mg kg!; e) Estdbmago tratado com o NAC 300 mg
kg!; f) area das lesdes gastricas (%).

Fonte: Préprio autor.
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Shaik, (2018) em estudos com extrato metandlico de A. bisporus nas doses de 250 e
500 mg kg™! também foi observado resultados significativos no tratamento de tlceras géstricas
induzidas pela ligadura do piloro em ratos. Ao comparar esses resultados (desse cogumelo do
mesmo género) com o presente estudo, nota-se que uma dose menor de EEAb (cerca de dez
vezes) fol necessdria para obter respostas significativas no tratamento das dlceras gastricas. O
mesmo ocorre no trabalho de Padilha er al. (2009), que estudaram dois extratos de ABM
(aquoso e alcalino) na dose de 400 mg kg™! por 15 dias, obtiveram diminui¢io da ulcera¢io em
21,88% e 28,63%, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Comparado com o presente
estudo, o EEAb-25 apresentou maior redu¢do na ulcera¢do e diminuicdo na dose (cerca de
dezesseis vezes) para demonstrar diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.

Resultados semelhantes foram obtidos em varios estudos que investigaram o potencial
efeito gastroprotetor de extratos de cogumelos contra ulceras géstricas induzidas por etanol
(XIN et al., 2019; JEONG et al., 2019). No entanto, em nosso estudo, a dose eficaz na protecao
do dano géstrico induzidas pelo etanol foram significativamente menores do que nos outros
estudos relatados acima. Além disso, a composicao quimica do extrato, pode ter potencializado
seu efeito antiulcerogénico, uma vez que estudos mostram a estreita relagdo relacio entre o
aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio e a ocorréncia de lesdo gastrica
(CERQUEIRA et al., 2012).

Gharzouli et al. (2001) demonstrou que a acao gastroprotetora do manitol (majoritario
no EEADb) tem relagdo diretamente proporcional com o aumento da osmolaridade luminal. Isso
se deve ao aumento do fluxo sanguineo na mucosa géstrica, o que pode reverter os efeitos
necréticos gerados por agentes agressivos que desencadeiam tulceras. Além disso, um estudo
clinico com vinte e cinco individuos descobriu que a incorpora¢do de manitol em bebidas
alcoolicas pode prevenir danos causados por espécies radicais geradas pelo consumo excessivo
de 4lcool. Esta droga demonstrou um efeito hepatoprotetor contra administracdo de etanol em
ratos, cujos biomarcadores de dano hepético foram significativamente reduzida e as enzimas
antioxidantes enddgenas aumentadas (CHIGURUPATI et al., 2016). Tais resultados
mostraram que o manitol pode reverter os efeitos deletérios agudos e cronicos causados pelo

etanol, sendo este o principal atuante na gastroprotecdo apresentada no EEAb.
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5.10.2 EEAD reduz os escores dos parametros histopatologicos de lesao gdstrica

Os resultados referentes as andlises histopatoldgicas da mucosa géstrica dos
camundongos estdo demonstrados na Tabela 9. Os animais pré-tratados com EEAb (25 e 50
mg kg'!, v.0.) (FIGURA 12) apresentaram grande diferenca macroscépica e microscépica da
mucosa gastrica lesada, evidenciando a gastroprotecao, quando comparado ao controle tratado
apenas com o etanol (FIGURA 12). Para este grupo foi observada lesdo severa caracterizada
por dano hemorrégico, edema, perda de células epiteliais e presenga de células inflamatorias.
O pré-tratamento com NAC-300 também inibiu o dano induzido por etanol na dose testada
(FIGURA 12).

A Tabela 9 apresenta os resultados dos somatorios dos escores de todos os parametros
histopatoldgicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatério (0-3 escores). Verifica-se
que o EEAb (25 e 50 mg kg'!) diminuiram, significativamente, os efeitos do etanol sobre esses
parametros, de forma semelhante ao NAC-300.

A partir das andlises histopatolégicas apresentadas na Tabela 9, infere-se que o uso
do etanol absoluto se mostrou efetivo na promocao das ulceragdes gastricas, o que pode ser
evidenciado a partir da presenca de edema e danos hemorrdgicos, que estdo estreitamente
vinculados ao processo inflamatorio (controle) (FIGURA 12). Ademais, verifica-se destruicao
de células epiteliais, que estd atrelada a perda da funcao tecidual. Isso se deve ao fato de que o
etanol aumenta a expressao de 6xido nitrico sintase, bem como diminui a secre¢do de muco e
bicarbonato, além de promover alteragoes na fisiologia celular (BOUTEMINE et al., 2018).

O surgimento das ulceras géstricas estdo associados a um desequilibrio entre fatores
agressivos e protetores do estdmago, onde fatores prejudiciais [secrecdo de dcido cloridrico e
pepsina, estresse, espécies de oxigénio (ROS), anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs) e H.
pylori], destacam-se do sistema de defesa da mucosa géstrica [barreira mucobicarbonato,
prostaglandinas (PG), fluxo sanguineo da mucosa, reservas de sistemas antioxidantes, niveis

adequados de 6xido nitrico (NO)] (JEONG et al., 2019; ZAKARIA et al., 2016).
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Tabela 9 - Escores das alteragdes histopatoldgicas na mucosa géstrica de camundongos submetidos as

lesdes gastricas induzidas por etanol, pré-tratados ou ndo com EEAb e NAC

Grupo Perda de Células Edema Hemorragia Células Total
Experimental Epiteliais (escores 0-4)  (escores 0-4) Inflamatoria (escores 0-14)
(escores 0-3) (escores 0-3)
Controle 292-3) 252-3) 212-4) 00-1) 7,4
(Etanol P.A)

EEADb-5 25(1-3)™ 252-3)™ 22-3)"™ 0@O-0)m™ 7
EEAD-25 1,1 (0 —2)*** 1 (1 =2)**%x ] (Q—2)%k** 0O-0) 3,1
EEAD-50 1 (0 —2)*** 1 (1 =2)*k%x 1 (0—2)*** 0O-0) 3
NAC-300 0 (0 — Q)**** 1(1-D** 0,50-1D**** 00-0)™ 1,5

Os animais foram tratados oralmente com veiculo (salina a 0,9% v.0.), Agaricus brasiliensis (5, 25 ¢ 50 mg kg™!, v.0.), ou
N-acetilcisteina (NAC 300 mg kg!, v.0.), 60 min antes da administracdo de etanol (0,2 mL, v.0.). As alteragdes
histopatolégicas da por¢do glandular dos estobmagos foram avaliadas de acordo com os critérios descritos por Laine e
Weinstein (1988): 1- Edema (score 0-4), 2 — dano Hemorragico (score 0-4), e 3 — perda de Células epiteliais (score 0-3).
Os resultados sdo apresentados como mediana, com valores maximos e minimos mostrados entre parénteses (n = 8), p <
0,05 vs controle.

Fonte: Préprio autor.
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Outro fator critico na patogénese das Ulceras géstricas € a ingestao de dlcool. O etanol
absoluto foi considerado um potente agente agressor da mucosa gastrica, capaz de interromper
a formagdo do muco géstrico, o que culmina em distdrbio da mucosa epitelial superficial,
inicio do estresse oxidativo, inibi¢do da producdo de prostaglandinas, diminui¢do do fluxo
sanguineo, degranulacdo das células, necrose celular e, portanto, a ulcera géstrica
(CERQUEIRA et al., 2012; JEONG et al., 2019; ZAKARIA et al., 2016). Como a
fisiopatologia da ulcera gdstrica induzida por etanol envolve multiplos fatores, estima-se que
o mecanismo de protecdo gastrica EEAb envolve pelo menos trés fatores distintos: redug¢ao
do estresse oxidativo, redu¢do da expressio de mediadores inflamatérios e aumento da
osmolaridade luminal. Concomitantemente, ha relatos no literatura que os f-glucanos também
conseguiram reverter o quadro ulcerativo efeito induzido pelo etanol (CHEN et al., 2019).
Desta forma, os glucanos presentes no extrato podem ter atuado em sinergismo com o manitol

potencializando seu efeito gastroprotetor.

Figura 12 - Efeito do EEAb sobre a mucosa gastrica dos camundongos submetidos as lesdes
géstricas induzidas por etanol

Efeito do EEAb (5, 25 € 50 mg kg!) e NAC (300 mg kg™!) sobre a mucosa gdstrica de camundongos submetidos
as lesdes gastricas induzidas por etanol: a) mucosa géstrica tratada apenas com etanol absoluto; b) mucosa géstrica
tratada com EEAb-5; ¢) mucosa gastrica tratada com EEAb-25; d) mucosa géstrica tratada com EEAb-50; e e)
mucosa géstrica tratada com NAC-300.

Fonte: Préprio autor.

Os grupos pré-tratados com as doses de EEAb-25 e EEAb-50 foram capazes de inibir
a lesdo ulcerativa induzida por etanol a semelhanca do NAC-300, farmaco de referéncia. A

partir da analise da Figura 12, verifica-se a manutencio da integridade celular, auséncia de
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sinais inflamatérios e a preservacdo das camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa.
Resultados semelhantes foram obtidos por Almeida er al. (2019) e Sagun (2017), que
investigaram o potencial efeito gastroprotetor de extratos vegetais contra a ulcera géstrica
induzida por etanol. Desse modo, estima-se que o EEAb apresentou um potencial efeito
gastroprotetor de modo dose-independente relacionado aos metabdlitos secundarios
putativamente identificados, ao manitol (composto majoritdrio) e a presenca das glucanas
(polissacarideos) para espécie A. brasiliensis. Segundo Silva, Mantovanini e Zingaretti, (2015)
a f3-glucana promove a liberacao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4, IL-10 e TGF-£,
além de estimular a funcdo fagocitaria, expressao de moléculas de adesdo e a resposta imune
celular.

Ademais, tem-se que a composi¢do quimica do EEAD foi potencializada uma vez que
estudos demonstram a estreita relacdo entre o aumento da liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e a ocorréncia da lesdo géstrica. Deste modo, a presenca de metabdlitos com agdo
antioxidante foi capaz de minimizar as alteragdes teciduais promovidas pelo etanol através da
inibicdo do estresse oxidativo (CHEN er al., 2016; MAHMOUD; EL-GHFFAR, 2019;
SIDAHMED et al., 2019).

5.10.3 EEAD reduz o niimero de mastocitos na submucosa de estomagos de camundongos

A administracdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados
apenas com veiculo (4dgua salina, v.0.), produziu um aumento significativo no nimero de
mastdcitos na mucosa gastrica (tecido conjuntivo) (10,1 + 0,74) quando comparados a todos
os demais grupos testados. A quantidade de mastdcitos foi significativamente diminuida com
a administracdo prévia do EEAb-25 (v.0.) (4,41 + 0,37, p <0,0001) e EEAb-50 (v.0.) (4,36 +
0,54, p <0,0001). O NAC-300 (6,11 + 0,45, p <0,001), utilizada como farmaco de referéncia,
também reduziu significativamente a quantidade de mastocitos na mucosa géstrica (FIGURA
13). Nao foi continuado o estudo com a dose de EEAb-5 uma vez que ela ndo apresentou

atividade gastroprotetora.
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Figura 13 - Efeito do tratamento com EEAb na mastocitose da mucosa géstrica
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Os valores foram apresentados como média + EPM do nimero de mastécitos por 10 campos seguidos. Para a
andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey. Onde * p <0,05 vs controle.

Fonte: Préprio autor.

Os mastdcitos por serem células patognomonicas da ulcera péptica, apresentam em
sua superficie receptores com especificidade para o anticorpo IgE, a qual implicaram em
reacOes de hipersensibilidade imediata e bastante evidenciado no grupo controle tratado com
o etanol (FRENZEL; HERMINE, 2013). A desgranulacdo mastocitaria promove a liberacao
de mediadores pré-formados, como histamina e fator de agregacio plaquetaria (PAF), bem
como mediadores neoformados, como prostaglandinas e leucotrienos, que promovem efeito
direto na musculatura lisa dos vasos. Além disso, a histamina, promove o aumento da liberacao
de 4cido cloridrico (HCI) de forma indireta, por agir em seus receptores do tipo Ho,
corroborando para o agravamento das lesdes gastricas (HSIEH, 2018).

Diante disso, estima-se que a diminui¢cdo do nimero de mastdcitos relaciona-se com
o efeito gastroprotetor. O EEAD, nas duas doses, promoveu reducao significativa dessas células
nos tecidos gastricos avaliados, sendo sua ac¢ao de forma dose-independente, uma vez que nao
foram observadas diferencas significativas entre as dosagens de 25 mg kg e 50 mg kg'. A
Figura 14 mostra a representacio média de mastdcitos por campo de cada grupo, sendo
possivel ver a conformagao de tal célula (circular) e sua coloracdo (roxa) apds fixacdo nas

laminas histoldgicas.
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Figura 14 - EEAb reduz o niimero de mastdcitos na mucosa gastrica induzida por etanol

Redugdo do nimero de mastdcitos na mucosa gastrica dos camundongos no teste de tlcera gastrica induzida por
etanol: a) mucosa géstrica tratada apenas com etanol absoluto; b) mucosa géstrica tratada com EEAb-25; c)
mucosa géstrica tratada com EEAb-50; d) mucosa géstrica tratada com NAC 300 mg kg™!'. Os painéis foram
obtidos na escala de 50 pm (40x).

Fonte: Préprio autor.

Sulaieva, Deliy e Zharikov, (2015) demonstraram a estreita relacdo entre a presenca
de leucdcitos no local ulcerado e o risco de hemorragia, pois a passagem dessas células para o
local de inflamacdo, principalmente mastdcitos, relaciona-se com o pior progndstico da lesao
péptica, uma vez que a desgranulacdo mastocitaria promove o aumento da permeabilidade
vascular, liberacdo dos mediadores inflamatérios e vasodilatagcdo, aumentando o risco de
eventos hemorrdgicos. Assim, o dano ocasionado na mucosa pelo etanol absoluto teve
diminui¢do do ndmero de mastécitos quando tratado com EEAb e NAC-300 (Figura 14)
possivelmente interferindo na necrose e feedback de dano tecidual, resultante da degranulagdo
de mastdcitos e liberacdo de mediadores inflamatérios, como a histamina no tecido lesado

(SILVA et al., 2018Db).
5.10.4 Efeito gastroprotetor do EEAb-25 e possiveis mecanismos de acdo

A partir dos resultados obtidos ficou demonstrado a atividade gastroprotetora do

EEADb, sendo escolhido a dose de 25 mg kg™ para um estudo mais aprofundado. Partindo dessa



76

prerrogativa, utilizou-se o EEAb-25 na avaliacdo das possiveis vias relacionadas a
fisiopatologia da tlcera gastrica (6xido nitrico, GMPc, prostaglandinas e canais de K*atp), na
tentativa de elucidar os seus possiveis mecanismos de acdo. A Figura 15 apresenta os

resultados obtidos apds a averiguacdo dessas vias no efeito gastroprotetor do EEAb-25.

Figura 15 - Possiveis vias de atuacdo na gastroprotecao do EEAb-25
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Para a andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey. Onde *p <0,05 vs
controle. As vias testadas foram: (a) 6xido nitrico; (b) monofosfato ciclico de guanosina (GMPc); (c)
prostaglandinas e (d) canais de K*atp.

Fonte: Préprio autor.

Para andlise da via relacionada ao o6xido nitrico (NO), observou-se que a
administracdo do etanol absoluto produziu grande porcentagem de drea gastrica ulcerada
(18,31 £3,31%) aos animais que foram previamente tratados apenas com veiculo (4gua salina,
v.0.). A drea géastrica ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida com a
administracao prévia do EEAb-25 (v.0.) (3,28 £ 0,72 %, p <0,01) quando comparado ao grupo
tratado apenas com veiculo. O efeito gastroproteror do EEAb-25 foi revertido pela
administragio prévia de L-NAME (10 mg kg™!), i.p, um inibidor da sintese de NO, (16,93 +
3,14%). A administracdo de L-NAME reverteu o efeito gastroprotetor da L-arginina na dose
de 600 mg kg, i.p. (15,89 + 1,75%) (FIGURA 15a), que é conhecido por ser um agonista
desta via. Assim, estima-se que o efeito gastroprotetor do EEAb-25 envolve mecanismos
moleculares relacionados a via do NO uma vez que a dose de extrato testada apresentou efeito

similar ao agonista da via testada.
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De acordo com a literatura, a atividade do 6xido nitrico sintase € um importante
marcador do processo inflamatdrio, haja vista que se relaciona intimamente com o processo
de infiltracdo leucocitaria, devido a sua acao vasodilatora (RATH et al., 2014). No trabalho
de Batra, Sharma e Khajuria, (2013), a qual fizeram um levantamento bibliogéfico a respeito
da espécie Ganoderma lucidum (cogumelo do imperador), observou-se a ativagdo dos
macréfagos por componentes auxiliares na liberacio de citocinas, 6xido nitrico (NO) e outros
mediadores. Fatores esses que contribuiram para uma melhor resposta no efeito
gastroprotetor.

No trabalho de Yi et al. (2015) foi observado que os polifendis presentes no extrato
aquoso de Dragon-pearl proporcionaram o aumento dos niveis de PGE2 e NO, a qual
promoveram uma resposta gastroprotetora devido ocasionarem um aumento na
microcirculagdo da mucosa géstrica, reducdo dos radicais livres de oxigénio assim como o
fortalecimento da fungdo da barreira mucosa. Com base nos resultados obtidos (FIGURA
15a), estima-se que a atuacdo do EEAb-25 na via do NO, envolvida assim como para a espécie
citada acima, ocasiona uma diminui¢do da lesdo gastrica na mucosa dos camundongos pelo
aumento da vasodilatagdo quando utilizado o agente agressor etanol.

A partir da avaliacdo do papel da via do NO no efeito gastroprotetor do EEAD,
investigou-se o papel do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Um dos mecanismos de
atuacdo na via do NO na vasodilatacdo ocorre por estimular a enzima guanilato ciclase, que
aumenta a concentracdo de GMPc intracelular. No intuito de demonstrar que a dependéncia
do NO no efeito gastroprotetor (EEAb-25) ocorre devido ao efeito vasodilatador, decidimos
investigar se ao bloquearmos o GMPc este efeito seria também bloqueado. Para isto
utilizamos o ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3- a]quinoxalin-1-one), a qual € um inibidor da
guanilato ciclase que se liga irreversivelmente ao grupamento HEME da enzima, competindo
assim com o NO por este sitio de ligacdo (DORIS; EVANTHIA; MICHAEL, 2016;
GARTHWAITE, 2010).

O grupo tratado com EEAb-25 (v.0.) apresentou uma inibi¢ao significativa de drea
lesionada percentual de 3,28 + 0,72 % (p <0,01) em comparag@o ao grupo controle 18,31 +
3,33%, tratado apenas com etanol absoluto (FIGURA 15b). O grupo pré-tratado com ODQ,
um inibidor seletivo da guanilato ciclase, ndo inibiu a a¢do protetora do EEAb-25 (6,35 £ 1,20
%, p <0,01) de forma significativa quando comparado como grupo controle (FIGURA 15b),
demonstrando assim a ndo dependéncia da ativacdo da guanilato ciclase solivel pelo NO para
a manutencao do efeito gastroprotetor do extrato.

Na investigacdio do EEAb-25 na via das prostaglandinas foi realizado um pré-
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tratamento com indometacina, além de se fazer um comparativo com um farmaco agonista da
via, o misoprostol (FIGURA 15c). Conforme descrito antes, as ulceras induzidas por etanol
foram significativamente reduzidas pelo tratamento prévio com o EEAb-25 (3,28 £ 0,72 %, p
<0,01), bem como pelo misoprostol, um andlogo da PGE; (8,14 = 1,55 %, p <0,05), em
comparacdo ao grupo controle (18,31 + 3,31%). O efeito da dose de 25 mg kg'! do EEADb foi
significativamente aumentado pela administracdo de indometacina anterior (14,23 + 2,40%).
Um resultado semelhante também foi demonstrado pela combinagdo de indometacina com o
misoprostol (17,63 + 2,28%), em comparagdo com o grupo tratado apenas com misoprostol.
Desta forma pode-se inferir que o EEAb-25 atua na via das prostaglandinas uma vez que ele
se comportou de forma semelhante ao farmaco agonista da via (misoprostol).

A literatura relata que a diminuic¢io dos niveis de prostaglandinas esta relacionada a
redu¢do da producio de muco e bicarbonato pelas células caliciformes presentes na mucosa
gdstrica, o que culmina no aumento da secrecdo de &cido cloridrico e quimiotaxia de
leucdcitos, corroborando assim para o aumento do estresse oxidativo, um dos principais
causadores do aumento de lesdes gastricas (SIDAHMED et al., 2019). Assim, o envolvimento
no efeito gastroprotetor realizado pelo EEAb na mucosa gastrica esta relacionado a regulacao
da sintese de prostaglandinas. Ademais, os componentes putativamente identificados no
extrato, principalmente manitol, foram capazes de inibir a liberacdo de secre¢do géstrica,
atuando na preservagdo de células epiteliais, bem como na protecdo da mucosa géstrica.

Outros estudos que demonstram esses efeitos para tal via s@o os trabalhos de Minozzo
et al. (2016) e Junior et al. (2014), os quais trabalharam com extratos etanolicos (70% e 50%)
de Euphorbia umbellata (50-200 mg kg') e Croton campestres (50-750 mg kg™,
respectivamente. Nestes estudos, foi observado o envolvimento das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor induzido por etanol e etanol acidificado para mesma ordem supracitada. As
prostaciclinas (PGI2) e prostaglandinas E2 (PGE2) atuaram estimulando a secrecdo de muco
e bicarbonato bem como o aumento do fluxo sanguineo.

A via dos canais de K*atp foram averiguados com o pré-tratamento de glibenclamida
e diazéxido (FIGURA 15d). A administragdo de etanol absoluto aos animais que foram
previamente tratados apenas com veiculo (dgua salina, v.0.), produziu grande porcentagem de
area ulcerada (18,31 + 3,31 %). A area ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida
com a administracdo prévia do EEAb-25 (3,28 + 0,72%, p <0,01) e diazéxido (3 mg kg™!, i.p.)
(6,98 = 1,01%, p <0,05), quando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo. A
gastroprotecao do EEAb-25 ndo foi revertida pela administracdo prévia de glibenclamida (10

mg kg!), i.p, droga bloqueadora de K*arp (8,07 + 1,98%, p <0,05). Quando comparada a
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gastroprotecao do diazéxido com administracdo prévia de glibenclamida foi possivel ver que
houve a reversao (22,31 + 2,71%), podendo-se inferir assim que a atuacdo da gastroprote¢cao
do EEAD independe da via do Canal K*Atp, uma vez que o extrato ndo se comportou de forma
semelhante ao farmaco agonista da via analisada.

Os canais de K*atp estdo envolvidos numa série de eventos fisiologicos, tais como:
potencial da membrana celular, secrecdo de insulina, equilibrio hemodinamico, secrecao
gdstrica, entre outros (SALES et al., 2018). De acordo com a literatura, a ativacido dos canais
de K* sensiveis ao ATP promove efeito protetor frente a dlcera gastrica devido a inibig¢do da
ativacdo de neutréfilos, assim como deplecdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROZZA et al., 2014). Antonisamy et al. (2015) investigaram o efeito gastroprotetor do
friedelin isolado do extrato hexanico das folhas de Azima tetracantha (35 mg kg'), e
observaram que a via dos canais de K*atp propiciaram a inibicdo da permeabilidade
microvascular, ocasionando assim um efeito protetor a mucosa géstrica dos estomagos dos
camundongos. Quanto aos resultados obtidos, pode-se observar que o EEAb-25 quando
combinado com a glibenclamida conseguiu retever seu efeito, sugerindo que os principios
ativos do extrato ndo apresentavam mecanismos de acdo protetora via canais de potdssio
dependentes de ATP, tendo em vista uma diferenca significativa com o agonista da via
(diazoxido).

Contudo, as prostaglandinas e o 6xido nitrico desempenham um papel protetor vital
na manuten¢ao da integridade celular na mucosa através da estimulacao da secrecao de muco-
bicarbonato, regulacdo da renovacao e reparo das células da mucosa e inibi¢do do recrutamento
de leucocitos (ZAKARIA et al., 2016). Nossos resultados convergem com resultados
evidenciados em outros estudos com extratos ricos em agticares e compostos fendlicos, como
Sumbul et al. (2011), sugerindo que o extrato de F. vulgaris reduziu as lesdes gastricas
induzidas pelo etanol, devido as suas propriedades antioxidantes, e também por estimular a
sintese de PGE2. Outros estudos propdem que as propriedades citoprotetoras de compostos
naturais na resolugdo de ulceras géstricas estdo associadas ao aumento da liberagido de PGs e
também mostraram que o extrato hidroetandlico de A. brachypoda (FARIA et al., 2012),
contendo flavondides diméricos glicosilados, promove citoprotecdo e manutengdo da
homeostase gastrica devido a restauragcao dos niveis de PG e, consequentemente, producio de

muco gastrico (ROCHA et al., 2017).
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Abdelwahab (2013) afirmou que o principal mecanismo de acdo do acido gélico, por
exemplo, como agente antiulceroso se deve a promog¢do da protecdo da mucosa por fatores
end6genos (NO, PGE2 e fator de necrose tumoral-a), inibi¢do da apoptose induzida pelo
estresse oxidativo e liberacdo de histamina por mastdcitos. Devido a génese multifacetada da
dlcera géstrica, com diversos agentes promotores e responsdveis pelo estabelecimento do
estresse oxidativo e do processo inflamatério, torna-se dificil estabelecer apenas um
mecanismo de acdo responsdvel pela resolugdo deste problema. Assim, sugeri-se que o efeito
gastroprotetor do HEAD estd diretamente relacionado as vias do NO e das prostaglandinas e,

portanto, diminui¢do da mastocitose, estresse oxidativo e inflamagdo no tecido lesado.
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6. CONCLUSAO

As metodologias utilizadas para o preparo dos extratos do cogumelo Agaricus
brasiliensis se mostraram bastante eficientes, uma vez que foram obtidos altos rendimentos
parao EEAD (53,53%), EAAb (54,08%) e EASP (51,50%). Mediante a prospecg¢ao fitoquimica
para identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios, bem como por meio do
uso das técnicas de analise elementar (CHNS-O), UPLC—QTOF—MSE, RMN ('H, BC e
BSDEPT), CCD e CLAE foram possiveis a identificacdo (qualitativamente, putativamente e
estruturalmente) do 4cido madlico, 4cido piroglutdmico, L-agaritina, L-valina e manitol nos
extratos estudados. O manitol foi o composto majoritario encontrado nos extratos, sendo este
quantificado, apresentando os teores de 40,81 + 0,74%, 31,25 £ 1,25% e 73,10 % 0,24% para
os EEAb, EAAD e EASP, respectivamente. Os teores de fendis (mg EAG/g) e flavonoides (mg
EQ/g) totais corroboraram (89,23 + 2,56 e 14,33 + 0,07 para o EEAb, 60,17 + 3,92 ¢ 9,37 £+
0,18 para o EAAb e 55,04 + 1,48 ¢ 8,11 + 0,18 para o EASP, respectivamente) com as boas
atividades antioxidantes (117,04 + 0,76 ug mL!, 156,95 + 4,80 ug mL" e 290,98 + 6,77 g
mL! para os EEAb, EAADb e EASP, respectivamente) e de quelagio do fon ferroso (619,25 +
1,59 para o EEAb, 675,14 + 1,82 para o EAAb e 2206,45 + 14,07 para o EASP,
respectivamente) para os extratos em estudo.

Mediante os resultados mais promissores, 0 EEAD foi escolhido para o teste de tlcera
géstrica nas doses de 5, 25 e 50 mg kg™, assim como avaliar as possiveis vias de atuacio. O
EEADb nas doses de 25 e 50 mg kg™ apresentaram boa resposta gastroprotetora no modelo de
tilcera géstrica induzida por etanol absoluto, de forma similar a N-acetilcisteina (300 mg kg™).
A dose de 25 mg kg' do EEAb foi escolhida para o estudo das vias apresentando
modulacdo/atuacdo nas vias do 6xido nitrico (NO) e das prostaglandinas. Desta forma, conclui-
se diante de todos os resultados obtidos neste trabalho que o EEAb apresentou atividade
gastroprotetora devido a reducdo do estresse oxidativo, reducdo dos parametros
histopatoldgicos e diminui¢do da mastocitose, por meio dos seus metabdlitos secundarios
atuarem nas vias do Oxido nitrico (ocasionando vasodilatagdo) e das prostaglandinas
(favorecendo a produ¢do de muco e bicarbonato).

Ademais, sdo necessarios estudos sobre o possivel envolvimento dos polissacarideos
do Agaricus blazei Murill, uma vez que esses biopolimeros podem ter contribuido para a
gastroprotecdo. Além disso, o EEAD torna-se uma possibilidade de incorporacdo em diversas
formulacdes farmacé€uticas (comprimidos, emulsdes, suspensdes, etc.) para atuagdo como

tratamento preventivo de ulceras gdstricas.
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