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RESUMO

O Metotrexato (MTX) é um farmaco imunossupressor, antiproliferativo, quimioterapico,
analogo do &cido folico. O MTX parece estar envolvido com efeitos adversos graves como a
conjuntivite, mucosite, toxicidade ao trato gastrointestinal, hepatotoxicidade aguda e cronica,
toxicidade pulmonar, nefrotoxicidade e neurotoxicidade. O Pleurotus sp. € um cogumelo
comestivel que tem sido empregado como suplementos dietéticos contribuindo no
reestabelecimento da salde de pacientes. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar
0 impacto da dieta composta de racdo suplementada com Pleurotus sp. em camundongos
Swiss em condicdes de tratamento com o MTX. A racdo suplementada com micélios de
Pleurotus sp. foi preparada a partir de 50% do substrato enriquecido com o fungo (desidratado
e triturado) e 50% da racé@o Biobase® (controle) e incremento de FeSO,4.7H,0 a 1%, obtendo
ao final uma racdo em pellet para alimentacdo de camundongos. O grupo experimental foi
constituido em quatro grupos, contendo seis (6) camundongos Swiss, sendo o0 G1 alimentados
com racao controle e administrado 200uL de PBS a 0,9%, G2 alimentados com racéo controle
e administrado 90mg.Kg™ de MTX, G3 alimentados com racéo suplementada com Pleurotus
sp. e administrado 200uL de PBS a 0,9%, e o G4 alimentados com racdo suplementada com
Pleurotus sp. e administrado 90mg.Kg™ de MTX, todos por via intraperitoneal. O grupo teste
e grupos controles foram avaliados quanto aos aspectos clinicos, massa corporal durante sete
dias, quadro leucocitarios e bioguimicos para funcdo renal e hepéatica. As alteracdes
histologicas foram avaliadas visando o entendimento da acdo tdxica e ou benéfica da
suplementacdo durante o tratamento com MTX. A composicdo da racdo suplementada
apresentou elevacdo quanto aos niveis de nitrogénio (26,6g/kg™), fosforo (6,0g/kg™) e
potassio (6,5g9/kg1), boro (26mg/kg™), ferro (485mg/kg™), além do aumento de 166,2% de
proteina bruta. A importancia do aumento da concentracdo centesimal presente na racdo
suplementada pode auxiliar nas propriedades nutricionais de Pleurotus sp. crescidos em arroz,
entretanto, é necessario caracterizar e quantificar moléculas presentes em miceélios para o
entendimento do efeito benéficos e participacdo de outras moléculas. Os animais que foram
alimentados com racdo suplementada sob tratamento com MTX parece ter apresentado uma
ligeira sinalizacdo no nimero de leucdcitos totais em relacdo ao grupo controle. Entretanto,
ndo houve diferenca estatistica da expansao das areas de polpas nos trés grupos (G1, G3 e G4)
que sd@o aspectos de melhoria do sistema imunoldgico. Assim, € necessario confirmar estes
dados em experimentos futuros confrontando com os dados obtidos até aqui. Portanto, este

trabalho sinaliza que o uso de micélio de Pleurotus sp. adicionado na alimentagdo de
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camundongos pode contribui na melhoria dos transtornos fisiolégicos provocados durante o
tratamento com MTX.

Palavras-chaves:  Metotrexato, Pleurotus sp., Imunossupressdo, Histopatologia.



ABSTRACT
Methotrexate (MTX) is an immunosuppressive, antiproliferative, chemotherapeutic, analogue
of folic acid. MTX appears to be involved with serious adverse effects such as conjunctivitis,
mucositis, gastrointestinal tract toxicity, acute and chronic hepatotoxicity, pulmonary toxicity,
nephrotoxicity, and neurotoxicity. Pleurotus sp. is an edible mushroom that has been
employed as dietary supplements contributing in reestablishing the health of patients. Thus,
the present study had the objective of evaluating the impact of the compound diet
supplemented with Pleurotus sp. in Swiss mice under treatment conditions with MTX. The
feed supplemented with Pleurotus mycelium sp. was prepared from 50% of the substrate
enriched with the fungus (dehydrated and comminuted) and 50% of the Biobase® (control)
diet and increment of 1% FeSO,.7H,0, obtaining at the end a pellet feed for feeding mice.
The experimental group consisted of four groups containing six (6) Swiss mice, G1 fed with
control ration and administered 90 uL of 0.9% PBS, G2 fed control ration and administered
90 mg/Kg™ of MTX, G3 fed with feed supplemented with Pleurotus sp. and administered 90
uL of 0.9% PBS, and the G4 fed with feed supplemented with Pleurotus sp. and administered
90mg/kg " of MTX, all intraperitoneally. The test group and control groups were evaluated
for clinical aspects, body mass for seven days, leukocyte and biochemical framework for renal
and hepatic function. Histological changes were evaluated aiming at understanding the toxic
and beneficial action of supplementation during treatment with MTX. The composition of the
supplemented ration presented increase in the levels of nitrogen (26.6g/kg ™), phosphorus
(6.0g/kg ™) and potassium (6.5g/kg ™), boron (26mg/kg™), iron (485mg/kg™), and a 166.2%
increase in crude protein. The importance of increasing the centesimal concentration present
in the supplemented ration can aid in the nutritional properties of Pleurotus sp. grown in rice,
however, it is necessary to characterize and quantify molecules present in mycelia for the
understanding of the beneficial effect and participation of other molecules. Animals fed with
supplemental feed under treatment with MTX appear to have shown a slight signaling in the
number of total leukocytes relative to the control group. However, there was no statistical
difference in the expansion of the pulp areas in the three groups (G1, G3 and G4) that are
aspects of the immune system improvement. Thus, it is necessary to confirm these data in
future experiments in comparison with the data obtained so far. Therefore, this work indicates
that the use of Pleurotus mycelium sp. added in the diet of mice can contribute to the

improvement of the physiological disorders caused during treatment with MTX.

Keywords: Methotrexate, Pleurotus sp., Immunosuppression, Histopathology



10

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: A) Estrutura quimica do acido félico e do B) Metotrexato. ...........cccccvvveveiiverinennnne 17
Figura 2: Estrutura de um corpo de frutifiCagao. ..........cccovereiiiininiieceee e 19
Figura 3: Polissacarideos e suas poSSIVEIS lIJACOES. .......cueveerveiieeriieie e 21

Figura 4: Etapas de producdo da racdo suplementada com micélios de Pleurotus sp. e
FESO 4. THO ottt bbbt et e 27

Figura 5: Fluxograma da parte experimental com modelos MUrinos. ..........cccccccevevinennnnnn 28
Figura 6: Obtencdo das imagens através do software Leica Aplication Suite (versdo 4.9.0). 32

Figura 7: Imagem do bacgo com filtro expondo a area da polpa esplénica, com aumento de 4x.

Figura 8: Efeito da ragdo suplementada de Pleurotus sp em camundongos SWiss. ............... 36

Figura 9: Alteracdes histopatoldgicas de figado e rins de camundongos Swiss inoculados o

farmaco MTX e alimentados com alimento suplementado com Pleurotus sp. .........ccccecvevenee.. 42

Figura 10: Imagens do baco dos trés grupos de estudo (G1, G3 e G4), tratadas pelo programa

Image)®, enfatizando a poupa eSPIENICA. ........c.ccveiviiieiicie e 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Atividades farmacoldgicas de substancias extraidas de cogumelos...........c............ 22

Tabela 2: Teor de macro (g/kg™), micronutrientes (mg/kg™) e proteina bruta no alimento

suplementar com Pleurotus sp., na racdo suplementada com Pleurotus sp. e na racéo controle.

Tabela 3: Média, desvio-padrdo e valores de referéncia de parametros hematoldgicos de
camundongos Swiss, alimentados com racdo suplementada com Pleurotus sp. e ragdo

[o30] 111 (0] [T RRTURRRRURRRR 39

Tabela 4: Média, desvio-padrdo e valores de referéncia do parametro bioquimico de
camundongos Swiss, alimentados com racdo suplementada com Pleurotus sp. e racdo

CONETOL . ettt e e e e et e ettt e e e e e e e et e e e e e e e a e e ————aaaaaaaaaa 40

Tabela 5: Intensidade de processos patologicos gerais em figado, rim e baco - camundongos

Swiss infectados sete dias ap6s a alimentagdo e inoculacdo do MTX......cccccevvevviiieivesieennenn, 43

Tabela 6: Médias das areas das polpas dos bacos de trés grupos (G1l, G3 e G4) de
CAMUNUONGOS SWISS. ....uviutetetiitesteeteeteeie ettt sttt sttt e e s b st e b e bt et e e se e s e e e et e b e nbeabe b e eneenes 43



12

SUMARIO
1 INTRODUGAD ..ottt sttt 15
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ... svseseesssessesee s s 17
2.1. FARMACO METOTREXATO ....ooiieiieeeieiieeteeiesee et estes s s s ssses st sss e, 17
2.2. COGUMELOS COMESTIVEIS ..ottt 19
A R o (TN o] (3 TSRS 20
2.2.2. CUItIVO 0O PIEUIOLUS SP. ...ttt 20
2.2.3. ImpOortancia do PIEUIOTUS SP.....ccviiieeieiiciie ettt re e 21
3. OBUIETIVOS ...ttt ettt a e e bt et e bt nne e re e ne e 25
3.1 OBIETIVO GERAWL ...ttt ettt e e e et e e e nnae e e e 25
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ovieeveeeeeeeeese st sses st sen e, 25
4. MATERIAIS E METODOS.......oceieeeeeeeeeeeeeee ettt sttt 26

4.1. IDENTIFICACAO DO BASIODIMICETO E PRODUCAO DE BANCO DE
CULTURA bbbt b et b e bt b e bt e e b nne e 26

4.2. PREPARO DA RACAO SUPLEMENTADA COM MICELIOS DE PLEUROTUS SP. 26

4.2.1. Determinacdo do teor de proteina bruta ..........ccoovoeieiiiiincii e 27
4.2.2. Determinacdo da presenca de minerais da racao suplementada e racdo controle .......... 27
4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...ooi it 28
4.3.1 GrUPOS EXPEIIMENTAIS .....veveeveceeiti ettt ettt ste et e et e st e et e st e sre e b e sreesteebeeseesaaeneenne e 29
4.3.2 ELiCa M CAMUNUONGOS.........veeeeeeieeeeeeee et ees sttt s e en s en st en s eneeeanan 29
4.4, AVALIAQAO DA MASSA CORPORAL E CONSUMO DE RAC}AO .......................... 30
4.4.5. Analise Parasitol0giCa a8 FEZES .........ccoveiiiiiieiie et 30
4.4.6. Dados Hematoldgicos, Leucocitarios € BioqUimICOS..........ccccvvvriiieieienese e 31

4.4.7. Analise dos parametros hiStolOgIiCOS ........ccveveiieiicic i 31



13

I o] (0] 0T [0 (0o =Y PP 32

4.4.9. Andlise da expansdo de area polpa de bacos de camundongos de grupos experimentais.

5. RESULTADOS ...ttt b e r e 35

5.1. TEOR DE PROTEINA E PRESENCA DE MINERAIS DAS RACOES (COMPOSICAO

DY 27X 07:00 ) TR 35
5.2. EFEITO DA SUPLEMENTACAO NO COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS ........... 35
5.3. ANALISES MORFOLOGICAS DOS TECIDOS COLETADOS.........cccoveerrierernnnen, 37
5.4. ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS .....cooveiereieeceeeeeeeie e 37
5.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS COLETADOS ......ccooevererercrrians 41
B. DISCUSSAD ...ttt sttt 45
7. CONCLUSAD ...ttt esee st n s 48
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooveeeieveeeeeeseesseses s 49
ANEXO QL ..o s st en s an s sennsnnes 69

ANEXO D2 ..o 70



14



15

1 INTRODUCAO

O farmaco Metotrexato (MTX), é um antimetabolito usado em paciente visando o
tratamento do céncer e também de doencas autoimunes. Essa droga age inibindo o
metabolismo do &cido fdlico, e € utilizado para casos de leucemia linfoblastica aguda, tumores
trofoblasticos em mulheres, osteosarcoma, coriocarcinoma, carcinomas de mama, pescoco,
cabeca, ovarios e bexiga (RAU et al. 2004; NEVES et al. 2009; OLIVEIRA, 2010). No
entanto, 0 MTX causa efeitos adversos graves como: conjuntivite, mucosite, toxicidade ao
trato gastrointestinal (KALANTZIS et al. 2005), hepatotoxicidade aguda e cronica
(LAHARIE et al. 2008), toxicidade pulmonar (JAKUBOVIC et al. 2013), nefrotoxicidade
(XAVIER & SANTOS, 2010) e neurotoxicidade (RUBNITZ et al. 1998; SHUPER et al.
2000; FILLEY & KLEINSCHMIDT, 2001; VEZMAR et al. 2003; VEZMAR et al. 2009). A
causa dos efeitos adversos em alguns pacientes com o uso do MTX ainda ndo esta totalmente
elucidada, mas parece envolver um aumento do estresse oxidativo provocado pelo farmaco
(HOWARD et al. 2009; KAGER, 2009; CARON et al. 2009; STENZEL et al. 2010).

Os cogumelos comestiveis tém apresentado potencialidade devido a sua composi¢éo
quimica e caracteristicas organoléticas sendo alternativa para o tratamento do céancer
(YOULDEN et al. 2008; KALAC, 2013; SHARIF et al. 2017). Eles possuem propriedades
distintas de compostos com atividades, tais como: compostos bioativos de alto valor
medicinal, como lectinas (KUMARAN et al. 2017), polissacarideos, fendlicos e polifenois
(YAHIA et al. 2017), terpenos (YAOITA et al. 2014), ergosterois (BARROS et al. 2008) e
compostos organicos volateis (BARROS et al. 2013), que séo considerados como agentes
responsaveis pelas suas atividades saudaveis (VENDITTI et al. 2017). Além disso, é
considerado antitumoral (ALONSO et al. 2017), imunomodulador (HSIAO et al. 2016),
antioxidante (KIMATU et al. 2017), anti-hipercolesterolemia (ANANDHI et al. 2013),
antivirais (YAN et al. 2015), antimicrobianos (SHAMEEM et al. 2017), anti-inflamatéria
(YUAN et al. 2017) e antidiabéticos (NYAM et al. 2017). Os cogumelos empregados em
todo o mundo sdo o Agaricus bisporus seguido do Pleurotus sp. e da Lentinula edodes
(CHEUNG, 2010).

O cogumelo do género Pleurotus sp. é caracterizado por possuir beneficios para a
salde, isso porque tem propriedades diversas de compostos com atividades, tais como: anti-
fungica (YE et al. 1999), antigenotoxicidade (WANG et al. 2005), anti-oxidante (ROUPAS et
al. 2012), anti-proliferativo (ZHOU et al. 2013), anti tumorigénico (KIM et al. 2015),
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atividade anti-hiperlipidico, anti-hipertensiva, anti-nociceptiva, imune estimulacdo (VAZ et
al. 2011), hipocolesterolémicos (HAN et al. 2011).

Outra molécula comumente encontrada em Pleurotus sp. é B-glucanas, que séo a base
da estrutura da parede celular de fungos, além de apresentar atividade antitumoral,
antiinflamatoéria, antiviral, antioxidante, hepatoprotetora e imunomoduladora. Além disso, -
glucanas atuam nas células leucocitarias melhorando a atividade fagocitaria e citotoxica pelo
aumento da producdo de moléculas pro-inflamatorias, tais como citocinas e quimiocinas
(MENG et al. 2016). Relatos descrevem que pB-glucanas podem esta envolvida em
mecanismos que atua no combate a células cancerigenas pela regulacdo das vias de
sinalizagéo dos tumores (CHEN & SEVIOUR, 2007; LIU et al. 2015).

Desta forma, devido a relatos cientificos sobre as propriedades de Pleurotus sp. no
beneficio da saude, visamos neste trabalho avaliar o efeito de uma dieta simulando o
tratamentos de enfermidade que provocam imunossupressao de pacientes. Assim, propomos
uma prova de conceito em modelos murinos com suplementacdo de micélio Pleurotus sp.

durante o tratamento com MTX.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. FArmaco Metotrexato

O MTX é um analogo do &cido folico possui na sua estrutura um anel pteridina, &cido
p-aminobenzéico e &cido glutdmico. E um pé alaranjado cristalino de massa molar de
454,59.mol™ e formula molecular C20H22NsOs. O MTX e o 4cido félico se diferem apenas na
substituicdo de um grupo amino por um grupo hidroxila e na adi¢do de um grupo metila entre
0s grupos pteroila e benzoila (Figura 1) (RUBINO, 2001; ABOLMAALI et al. 2013). O MTX
é encontrado nos alimentos, na configuracao reduzida, como, por exemplo, nos derivados de
poliglutamatos, com 2 a 7 residuos de acido glutdmico, denominados como folatos (FREITAS
etal. 2011).

Figura 1: A) Estrutura quimica do &cido folico e do B) Metotrexato.

Fonte: (RUBINO, 2001; ABOLMAALI et al. 2013).

Assim, os folatos agem como cofatores em reacdes de transferéncia de carbono
(LIMA et al. 2003). E, ap6s a absorcdo, estes sdo reduzidos a &cido tetraidrofolico e/ou
tetraidrofolato agindo como aceptor de unidades de carbono, promovendo coenzimas
necessarias a sintese de timidilato e purinas (GUIMARAES, 2003). O derivado N-5,10-
metilenotetraidrofolato € considerado crucial na sintese de timidilato ao passo que 0s
derivados N-5,10-metenotetrahidrofolato e N-10-formiltetrahidrofolato s&o doadores de
atomos de carbono para o crescimento do anel de purina (BRUNTON et al. 2006).

A enzima diidrofolato redutase (DHFR) é a responsavel pela reducdo do folato a
tetraidrofolato, essa enzima € o principal alvo do MTX. Resulta-se em deple¢do dos cofatores

de tetraidrofolato, por apresentar maior afinidade pela enzima que os folatos naturais
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(BRUNTON et al. 2006). O esgotamento dos folatos reduzidos (tetraidrofolatos) interfere nos
mecanismos de sintese e reparo do DNA e replicagdo celular. O efeito imediato é uma
interrupcdo abrupta na sintese de DNA, e traz uma consequente morte celular (LACASCE,
2009).

A administragdo do farmaco MTX pode ocorrer pelas vias oral, intravenosa,
intramuscular ou intratecal com absor¢do ocorrendo principalmente na porcdo proximal do
jejuno. O MTX é geralmente bem absorvido, com biodisponibilidade de 60% do farmaco.
Contudo, doses acima de 2,16 mg/kg-: (conferir essa unidade, tenta colocar na mesma unidade
que usamos nos camundongos) ndo sdo bem absorvidas devido a saturacdo do transportador
de folato reduzido (Reduced Folate Carrier - RFC1). Os picos séricos sdo atingidos ap6s uma
a duas horas da administracdo, ocorre que a meia-vida sérica do MTX de trés a dez horas para
pacientes recebendo doses de até 0,81 mg/kg-1, e de oito a quinze horas para pacientes em que
sdo administradas doses maiores. As concentragOes eritrocitarias sdo estaveis por até nove
dias ap6s a sua administracdo (BORCHERS et al. 2004).

O MTX pode causar efeitos adversos na maioria dos pacientes, como efeitos colaterais
visivelmente bastante graves, com reducdo de apetite gerando debilidades inerentes a propria
doenga, variando dependendo da sensibilidade individual do tipo da doenga e da dose
administrada (PATEL et al. 2003).

As drogas imunossupressoras podem ser usadas em pesquisas para diminuir a resposta
imune nesses animais (camundongos) (LALLO, 1998; LALLO et al. 2002; MITSUHASHI et
al. 2006). O uso do farmaco MTX, na dose de 20mg/kg por semana, em camundongos albinos
Swiss, foi observado a inducéo de apoptose e aumento dos marcadores de estresse oxidativo
nos hepatocitos, com aumento significativo na peroxidagdo lipidica, carbonilacdo de
proteinas, geracdo de radicais superdxido na mitocéndria e diminuicdo dos niveis de tiois
(MUKHERIJEE et al. 2013). Também foi demonstrado niveis maiores de lipoperoxidacao,
diminuicdo nos niveis de mieloperoxidase e glutationa oxidada (GSSG) (JAOHVIC et al.
2003). Além disso, 0 MTX em camundongos Swiss pode gerar aumento da expressao de
genes relacionados a apoptose, como 0 BAX e a caspase 3, além de regular negativamente as
proteinas anti-apoptoticas, a NF-kB-dependente de Bcl-2, sugerindo que o estresse oxidativo
induzido pelo MTX esté relacionado a ativagdo de rotas da apoptose (MUKHERJEE et al.
2013).

Desta forma, o uso de modelos murinos é usado para testar as estratégias de
tratamento relacionado com a toxicidade a drogas especificas (BRESCIANI et al. 2013;

PATEL et al. 2014). Assim o estudo em modelos murinos pode elucidar os mecanismos de
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resposta do farmaco MTX.

2.2. Cogumelos comestiveis

Os cogumelos sdo as formas mais conhecidas pertencentes ao filo Basidiomycota, em
sua maioria apresentando uma frutificagdo macroscépica, constituida por hifas modificadas
que formam pseudotecidos, se diferenciam em auréola, anel, estipe, lamelas e bulbo basal
(Figura 2) (COHEN et al. 2002; PUTZKE & PUTZKE, 2004). A estrutura chamada de
cogumelo é, na verdade, apenas o corpo de frutificacdo do fungo, que apds um periodo de
crescimento é produzido pelo micélio estabelecido (MILES & CHANG 2004; MORADALI
et al. 2007) (Figura 2).

Figura 2: Estrutura de um corpo de frutificacéo.
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Fonte: Adaptado de MILES & CHANG (2004).

Os fungos pertencentes a classe dos Basidiomycetes e alguns Ascomycetes sdo 0s
unicos produtores de cogumelos verdadeiros. O cogumelo pode ser denominado de corpo de
frutificacdo, carpodforo, fruto ou basidiocarpo. Quando os cogumelos estdo na fase de
maturacdo, o pileo se abre, as lamelas sdo expostas e ocorre a disseminacgdo dos esporos. Os
esporos germinados dao origem as hifas, que formam o micélio primario, assim a unido de
micélios primarios compativeis gera um micélio secundario e/ou dicariotico, responsavel pela
formagéo dos cogumelos (CHANG & MILES, 1984; RAJARATHNAM, 1987; LECHNER e
ALBERTO, 2011).

Os cogumelos estdo presentes como micorrizas em plantas, também se caracterizam
como componentes essenciais em ecossistemas florestais, na ciclagem de carbono, na

biodegradacdo da lignina e celulose, na remocdo de substancias toxicas do ambiente. Ele s
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constituem pelo menos 12 mil espécies em todo o mundo e dessas, 2000 espécies Sao
relatadas como comestiveis (SHARMA et al. 2017). Mais de 200 espécies de cogumelos séo
utilizadas como alimentos funcionais em todo o mundo (KALAC, 2013), no entanto, apenas
cerca de 35 espécies foram cultivadas comercialmente (AIDA et al. 2009; SHARMA e
GAUTAM, 2017).

2.2.1. Pleurotus sp.

O género Pleurotus sp. sdo classificados como pertencentes ao filo Basidiomycota,
classe Basidiomycetes, ordem Agaricales e familia Pleurotaceae (SARANGI et al. 2006).
Apresentam varias aplicacdes ambientais e biotecnoldgicas e constituem um grupo de fungos
com propriedades terapéuticas e de alto valor nutricional (COHEN et al. 2002). Este fungo
possui grande interesse biotecnoldgico, ndo so pela sua capacidade de crescer em diversos
residuos agricolas, mas também por produzir cogumelos de alta qualidade organoléptica
(RAJARATHNAM & BANO, 1987) com um micélio branco. Além disso, é cultivado em
substratos celulésicos ndo compostados (SAVOIE et al. 2007). Assim, o cultivo de Pleurotus
Sp. ocupa a terceira posicdo, atras das espécies dos géneros Agaricus e Lentinulas
(CARDOSO et al. 2013). A maioria das espécies conhecidas do género Pleurotus sp. sao
comestiveis, sendo o Pleurotus ostreatus (Shimeji; cinza) um dos mais consumidos. Outras
espécies que sdo encontradas: Pleurotus ostreatus, variedade flérida (Hiratake; branco), P.
ostreatoroseus (Salméo) e P. eryngii.

O Pleurotus sp. é também conhecido como “cogumelo ostra”, contendo uma adequada
fonte de carboidratos, contendo alta quantidade de fibras, além de proteinas com quase todos
0s aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas (MATTILA et al. 2010). Esses fungos
comestiveis e medicinais de podriddo branca sdo saprofitos e capazes de utilizar lignina,
celulose e hemicelulose como fonte de carbono e nutrientes. Essas caracteristicas permitem
que sejam cultivados em grande variedade de matérias lignocelulésicos, como residuos
agroindustriais, que podem ser utilizados também como substratos alternativos de baixo custo
(RIBEIRO & OLIVEIRA, 2009) (KALAC, 2013).

2.2.2. Cultivo do Pleurotus sp.

A producgdo do Pleurotus sp. ja foi avaliada em diferentes substratos, por exemplo,
residuos de algoddo (CHANG et al. 1981), palha de arroz (MEHTA et al. 1990) subprodutos
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da producdo de milho, casca de café (DIAS et al. 2003), palha de trigo (RAMOS et al. 2001)
e a cana-de-aclcar (CARDOSO et al. 2013). Alem disso, pode ser cultivado em diferentes
tipos de palha de cereais, obtendo um rendimento melhor em ambientes com condicGes de

clima temperados.
2.2.3. Importancia do Pleurotus sp.

Beneficios medicinais tém sido relacionado ao uso de Pleurotus sp, com propriedade
antitumoral, produzindo polissacarideo lentinan, uma p-D-glucana (1—3) ramificada em C-6

por unidades de glucopiranose B(1—6) (Figura 2) (KAPOOR, 2014). Atua também como

adjuvante nas terapias antineoplasicas (SUN et al. 2014).

Figura 3: Polissacarideos e suas possiveis ligacdes.
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Relatos descrevem que a B-D-glucana que a atividade antitumoral € direta apds estudo
in vitro (KAWAGISHI et al. 1989, FINIMUNDY et al. 2013) ativando resposta imune
especifica e ndo especifica (OOl & LIU 2000, DABA & EZERONYE 2003, ZHANG et al.
2013). Outas atividades cientificas descritas sobre uso de Pleurotus sp. estdo descrita na
Tabela 1.



Tabela 1: Atividades farmacoldgicas de substancias extraidas de cogumelos.
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Efeito/doenca Substéancia Espécie cogumelo Mecanismo Ano Referéncia
Extrato ndo . . Indugéo da apoptose. Inibigdo da (TWARDOWS Kl et al.
oe Agaricus bisporus A - 2015
especificado angiogénese, in vivo 2015)
- ) Supressdo da atividade de
Anticancer (prostata) . « 2017
Fracdo D Grifola frondosa qromatase ¢ d? pro_llft_arac_;ap de (ALONSO et al. 2017)
células tumorais. Diminuigéo na
producdo de estrogeno.
Triterpenos Pleurotus eryngii Supressao da mz?sllzagao oy 2015 (XUE et al. 2015)
Anticancer (mama) Inibe a proliferacéo de células
Andosan Agaricus blazei profiteracao de ce 2016 (HETLAND et al. 2016)
tumorais humanas in vivo
Indugdo da expresséo de proteinas
Antroquinolol Antrodia camphorata pré-apoptaticas e inibicao 2016 (LIN et al. 2017)
o PIBK/AKT
Anticancer (coloretal) Extrato aquoso Pleurotus sajor-caju Atividade antitumoral 2013 (FINIMUNDY et al. 2013)
; inrali ; ; 2016
Extrato micelial Lentinula edodes EfEIFOS an:uprohferatlvos via (ISHIKAWA et al. 2016)
indugdo da apoptose
Caldo de cultura Taiwanofungus Athldagje ,ar?tltumorgl_e efeitos 2017 (WANG et al. 2017)
camphoratus préclinicos positivos
Aumento na producgéo de
Anticancer (cervical) citocinas in vitro Reducdo na
Andosan™ Agaricus blazei producéo de IL-1-f (97%), TNF-a 2011 (HETLAND et al. 2011)
(84%), IL-17 (50%) e IL-2 (46%).
Atividade antioxidante in vivo
. ~ 2016
Anticancer (pulmonar) | Heteropolissacarideo Lentinula edodes | Diminuicdo na produgao de TNFa (XU et al. 2016)
induzida por lipopolissacarideos.
; ~ 2017
Imunomodulacéo Varios extratos Varias espécies A“me”to d? s_obrewda 6 fungdes (MENG et al. 2016)
imunologicas melhoradas
Imunomodulacédo \arios extratos Varias espécies Efeitos sobre células NK, 2016 (LU et al. 2016)
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(hipercolesterolemia)

macrdfagos, células T e producédo
de citocinas. Ativacdo de vias
mitogénicas por quinases
(MAPK)

Imunomodulagéo
(cancer)

Pleurotus sajor-caju

Aumento da resisténcia a insulina,
devido ao aumento na
concentracdo de adiponectina

2015

(NG et al. 2015)

Imunomodulacéo
(doencas variadas)

Extrato ndo
especificado

Lentinula edodes

Reducéo significativa na
pressao sanguinea, glicose
sanguinea, colesterol total e
triglicérides (in vivo)

2016

(NG et al. 2015)

Diabetes (tipo I1)

Pleurotus eryngii var.

ferulae

Efeito hipolipidémico e de
controle de peso via mecanismo
envolvendo absorcao de colesterol
in vivo

2017

(CHOI et al. 2017)

Doencas
cardiovasculares

Polissacarideo

Pleurotus ostreatus

Protege contra a morte celular
neuronal causada pela toxicidade
do peptideo beta-amiloide (A
beta) e estresse oxidativo

2017

(ZHANG et al. 2016)

Polissacarideo

Ganoderma lucidum

Induz fator de crescimento
(FGFR1) (in vitro e in vivo)

2017

(HUANG et al. 2017)

Saude mental e
cognigéo

AbM extrato

Agarius blazei Murill
(AbM)

Decresce concentragdes de
aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase,
normalizando as fungdes do
figado de pacientes com hepatite
B

2008

(HSU et al. 2008)

Lectin

Pleurotus ostreatus

Antiviral e protetora do figado em
hepatite cronica

2017

(HE et al. 2017)

Ganodermanol

Ganoderma capense

Inibicdo da protease HIV-1

2017

(TAN et al. 2017)

Hepatite B

Extrato aquoso
enzimatico

Agaricus bisporus

Age no estagio inicial da
replicagéo viral

2016

(DELGADO-POVEDANO
et al. 2016)
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Extrato ndo
especificado

Cordyceps sp.

Inibe a proliferagdo e a
diferenciagdo das células Th2 e
reduz a expressdo de citocinas, em
células mononucleares do sangue
periférico. Alivia inflamag&o
crénica por aumentar as
concentracdes de IL-10 (in vivo)

2016

(WANG et al. 2016)

Antiviral (HIV)

Extrato ndo
especificado

Lentinula edodes

Inibe a proliferagdo e a
diferenciagdo das células Th2 e
reduz a expressdo de citocinas.
Alivia inflamag&o cronica por

aumentar as concentragfes de IL-
10 (in vivo)

2016

(KIM et al. 2016)

Antiviral (HCV)

Fibra

Pleurotus sajor-cajul.

Atenuam sintomas relacionados a
constipacdo sem efeitos colaterais
significativos (in vivo)

2012

(PARAB et al. 2012)

Asma

Varios extratos

Lignosus rhinocerusla

Aumento da IgE

2014

(JOHNATHAN et al. 2016)

Constipagéo

Polissacarideo

Pleurotus
tuberregium

Aumento do bolo fecal

2014

(CHEN & CHEUNG 2014)
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

= Auvaliar o impacto da dieta composta de racdo suplementada com Pleurotus sp. em

camundongos Swiss em condicGes de tratamento com 0 MTX.

3.2. Objetivos Especificos

* Produzir uma racdo suplementada com micélio de Pleurotus sp. e determinar a
composicao de proteina bruta e o perfil de minerais presente na racéo;

» Avaliar o quadro clinico de camundongos em condig¢des de tratamento com o farmaco
MTX e alimentados com a ragao suplementada com Pleurotus sp.;

= Determinar pardmetros de ganho de peso e consumo de alimentos;

» Realizar analises morfoldgicas macro e microscépicas do figado, baco e rins e dados

parasitolégicos, hematoldgicos, leucocitarios e bioquimicos dos grupos experimentais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ldentificacdo do Basiodimiceto e Producédo de Banco de Cultura

O fungo basiodiomiceto comestivel foi armazenado no Laboratdrio de Biomoléculas e
Vacina da Universidade Federal do Tocantins — UFT, Campus de Gurupi — TO. Foi realizado
a multiplicagéo do isolado fungico usando disco de 4mm de meio colonizado com Pleurotus
sp. transferido em placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)
mantidas a 28+2°C, até o seu completo crescimento e, posteriormente foram armazenadas a
4°C para serem utilizadas como inoculo (BONONI et al. 1999). Além disso, uma placa
contendo o micélio fungico foi enviada para a identificagdo morfoldgica que foi realizada na
Universidade de Brasilia — UnB, Departamento de Fitopatologia, Laboratorio Micologia,

sendo confirmado que a classificacdo taxondmica Pleurotus ostreatus (Anexo 02).

4.2. Preparo da ragdo suplementada com micélios de Pleurotus sp.

A preparacao da racdo suplementada com micélios de Pleurotus sp esta descrita no
fluxograma da Figura 3. Utilizou-se como substrato o arroz (Oryza sativa) tipo |, esses graos
foram pesados (150g) em saquinhos de polipropileno transparente e posteriormente
adicionou-se 100mL de agua destilada na amostra. Os sacos foram lacrados com fita crepe e
esterilizados a 121°C por 1 hora. Apds a amostra atingir a temperatura ambiente, em camara
de fluxo laminar, cada saco recebeu 5 discos de 1cm de diametro de Pleurotus sp. cultivado
em meio de cultura BDA. O modulo de fermentacéo foi incubado a 25°C no escuro durante 30
dias para a completa colonizagdo dos grdos. Apds a colonizacdo do micélio realizou-se o
processo de secagem em uma estufa de circulacdo a de 65°C.

Visando a obtencdo de micélios de Pleurotus sp. foi realizado e observado a
colonizagdo do substrato de arroz apds a inoculacdo. Ao final do cultivo verificou-se a
cobertura total do substrato, se apresentava aspecto branco aveludado, denso, volumoso e sem
presenca de contaminagdes (Figura 4).

Apo6s a colonizacdo do fungo, os sacos foram retirados da estufa e levados a
dessecacdo a 65°C. Em seguida o material foi triturado no moinho de facas tipo Willey e a
suplementacédo de solucdo aquosa de sulfato ferroso a 1% a 65°C. A racdo teste foi concluida
considerando 50% do micélio e 50% da racdo Biobase® - Brasil (controle). A etapa de

producdo e desidratacdo da biomassa de Pleurotus sp., foi realizada em condiges assépticas
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e/ou higiénico-sanitarias. A racdo suplementada foi identificada e armazenada em sacos
plasticos lacrados em temperatura ambiente.

Figura 4: Etapas de producdo da racdo suplementada com micélios de Pleurotus sp. e

FeSO,4.7H,0.
‘
Substrato tmido Esterilizacdo Inoculagdo do Pleurotus sp. Incubacdoa 25°C
acondicionado em do substrato no substrato
pacotes de polipropileno l

Apods 30 dias Ly
de Incubacio

Farinha com micélio

4 Pleihi Trituracdo do substrato Dessecacdo em
¢ Pleurotuis sp- com micélio de Pleurotus sp. estufa a 65°C
l (Moinha de Facas)

Racao suplementa
com micélio Biobase FeSO,.7TH,0 Dessecacdo em com Pleurotus sp.
de Pleurotus sp. estufa a 65°C (Forma de Pellet)

50% de farinha  50% deracdo 1% de solucdo

4.2.1. Determinacdo do teor de proteina bruta

A determinacdo do teor de proteina bruta foi realizada no Laboratdrio de Quimica do
Instituto Federal do Tocantins — Campus Gurupi. O teor de proteina bruta foi calculado
através da multiplicagdo do teor de nitrogénio total pelo fator de correcdo (FURLANI &
GODOY, 2005; SILVA et al. 2007; PAULLI, 2010; A.O.A.C., 2016).

4.2.2. Determinacdo da presenca de minerais da racdo suplementada e racdo controle
A determinacdo dos minerais foi realizada em colaboracdo com o Laboratério de

Analises Agricolas do Tocantins Ltda — Gurupi - TO. As amostras foram desidratadas em

estufa de circulacdo de ar forcada a 65°C, em seguida submetidas & digestdo umida HNO3; +
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HCIO, (3:1). O teor de fosforo foi determinado por espectrofotometria com azul de
molibdénio e o teor de célcio, magnésio, potassio, sédio, cobre, ferro, manganés e zinco por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (EAA). Todas as analises foram realizadas em
triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram calculados em g.kg™ e os dos
micronutrientes (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg™, segundo os métodos de Silva et al.
(2009).

4.3. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido conforme a descrito na Figura 5.

Figura 5: Fluxograma da parte experimental com modelos Murinos.

Grupos Experimentais (24 Camundongos Swiss)
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i G. 4 -Ragdo Suplementada+MTX (90uL) (Pleurotus sp. + MTX)
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4.3.1 Grupos experimentais

Inicialmente determinou a dose de 120mg.kg™ (MTX) do peso corpéreo por via
intraperitoneal e a observacdo do estado clinico (pelo arrepiado, escurecimento da cauda,
respiracdo rapida, lacrimacéo, inchacgo corpo, letargia, diarreia e morte) de trés camundongos
por 72 horas. De acordo com os resultados observados, a dosagem foi ajustada para 90mg/Kg
! sendo o padrdo experimental adotado.

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos os sexos. O medicamento usado para a
imunossupressdao € o MTX. Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais,
sendo:

= G1 — Grupo com 6 (seis) camundongos Swiss alimentados com racdo controle e
administrado Tamp&o fosfato-salino ou Phosphate Buffered Saline (PBS) a 0,9%, na
dose de 90mg/Kg™ do peso corpéreo por via intraperitoneal.

= G2 — Grupo com 6 (seis) camundongos Swiss alimentados com racdo controle e
administrado MTX, na dose de 90mg/Kg™ do peso corpéreo por via intraperitoneal.

= G3 — Grupo com 6 (seis) camundongos Swiss alimentados com ragdo suplementada
com Pleurotus sp. e administrado PBS, na dose de 90mg/Kg™ do peso corpéreo por
via intraperitoneal.

= G4 — Grupo com 6 (seis) camundongos Swiss alimentados com racdo suplementada
com Pleurotus sp. e administrado MTX, na dose de 90mg/Kg™ do peso corpéreo por

via intraperitoneal.

4.3.2 Etica em camundongos

Esta pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Tocantins (UFT) sob o nimero do processo 23.101.001.819/2019-70, seguindo as
recomendacdes internacionais de ética em experimentacdo animal.

Foram utilizados 24 camundongos Mus musculus de ambos 0s sexos (macho e fémea)
da linhagem Swiss albino, com 45 dias de idade, massa corporal média inicial de 17 a 23g
gramas, adquiridos do Biotério Central de Goiania — GO, da Universidade Federal de Goias
(UFG). Os animais foram mantidos em temperatura controlada, luminosidade adequada,
sendo os ciclos de claro/escuro de 12 horas, e durante o experimento foram alimentados com
a racdo controle (Biobase® - Brasil) e com a racdo suplementada com micélios de Pleurotus

sp. e agua purificada.
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Os animais ap0s serem observados, foram submetidos a coleta de dados de peso
corporal e consumo de alimentos. Os animais foram alocados em caixas de polipropileno com
grades especificas para criagdo, medindo 27x19x20cm, armazenadas em sala climatizada a
24°C com controle de luminosidade e odor. As gaiolas com animais foram alimentados
diariamente e com agua purificada em comedouro tipo tunel e bebedouro de polipropileno
com capacidade para 300mL. Os mesmos permaneceram em aclimatacdo por seis dias, sendo
no setimo dia realizado a eutanasia, para a obtencdo dos resultados, totalizando um periodo
experimental de sete dias. As caixas foram higienizadas diariamente com troca da cama
(maravalha autoclavada) para evitar uma possivel contaminagdo, pois alguns animais
encontravam-se imunossuprimidos pelo tratamento com o farmaco MTX. Para definir o
quadro de imunossupressdo foram realizados experimentos para determinacdo da dosagem de
MTX a serem empregadas durante estudo.

A coleta de amostras bioldgicas como sangue, figado, baco e rins foi realizada em seis
animais por grupo no inicio e no final do experimento. Antes da coleta amostral 0s
camundongos foram submetidos ao processo anestésico com Quetamina 300mg/Kg™
(Vetbrands, Brasil) e Xilazina 22mg/Kg? (Vallée S/A), do peso corpéreo por via
intraperitoneal e eutanasiados por deslocamento cervical sendo morte rapida e indolor
(CANGUSSU et al. 2018). No mesmo momento, foram coletados por punc¢éo cardiaca sangue
e Orgdos para as andlises hematoldgicas, funcdo hepatica e morfologia de érgdos. Os 6rgaos

foram armazenados em formol 10% para preparacao de laminas histopatoldgicas.

4.4. Avaliacéo da massa corporal e consumo de ragéo

Avaliou-se periodicamente a massa corporal de cada animal através do uso de uma
balanca semi-analitica (Bel Engineering) e determinou-se o consumo alimentar de cada grupo
referente 0 ganho e/ou perda de massa corpérea. Os animais foram acompanhados
diariamente até o 7° dia do protocolo experimental para a analise da sobrevida e avaliacdo do
estado clinico (pelo arrepiado, escurecimento da cauda, respiracdo rapida, lacrimacdo, inchaco
corpo, letargia, diarreia e morte). A sobrevida foi expressa como taxa de sobrevivéncia (%).

4.4.5. Analise Parasitoldgica de Fezes

A coleta do material (fezes) foi realizada diariamente e identificados previamente

conforme cada grupo, sendo observada a auséncia/presenca de cistos de protozoarios, ovos
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helmintos e de larvas. O material biologico foi analisado pela Clinica Veterinaria Pet Shop
Dog Center (Gurupi / TO - Brasil).

4.4.6. Dados Hematoldgicos, Leucocitarios e Bioquimicos

No 7° dia, os animais foram previamente anestesiados e eutanasiados por
deslocamento cervical e as amostras sanguineas foram obtidas por puncéo cardiaca. As
amostras de sangue com o anticoagulante heparina sddica 50U/mL para a realizacdo do
hemograma. Foram analisados os resultados de nimero total de eritrécitos (10°/pL),
leucécitos (10%/uL) e plaquetas (10%/uL); contagem diferencial de leucécitos (%); a
concentracdo de hemoglobina (g/dL); determinacdo do hematdcrito (%), e dos indices
hematimétricos, tais como o Volume Corpuscular Médio (VCM, f), Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM, pg) e a Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM, %). A funcéo
renal foi determinada com dosagem de ureia e creatinina, enquanto que a funcdo hepatica e
perfil lipidico por TGO, TGP, proteinas totais, colesterol total, respectivamente. Todas as
andlises de dados hematoldgicos e bioquimicos foram realizadas pela Clinica Veterinaria Pet
Shop Dog Center (Gurupi / TO — Brasil).

4.4.7. Analise dos parametros histoldgicos

Uma vez coletados, os seguintes 6rgdos: figado, rins e baco, foram realizadas as
clivagens de acordo com cada 6rgdo, e os mesmos foram fixados em formol a 10% por um
tempo de 72h. Apos fixacdo, os 6rgdos foram entdo desidratados em concentragdes crescentes
de alcool (70 a 100%), diafanizados em xilol, impregnados e inclusos em parafina, e uma vez
montado os blocos, os mesmos foram cortados com o auxilio de um micr6tomo em intervalos
de 5um. As laminas contendo as sec¢fes foram entdo coradas pelo método de Hematoxilina +
Eosina (HE). Na avaliacdo histologica foram considerados alguns pardmetros como
indicativos patolégicos a depender do 6rgdo avaliado. Todos os procedimentos histolégicos
foram realizados no Laboratorio de Vacinas da Universidade Federal do Tocantins (UFT)
campus Gurupi. As anélises histoldgicas do baco, rins e figado foram realizados considerando
0 escore histoldgico, baseando-se nos seguintes parametros para quantificacdo dos resultados:
edema, degeneracdo, hemorragia, necrose, inflamacdo aguda e hiperemia (- ausente; +
discreto; ++ moderado; +++ severa), adaptado de Brunt et al. (2011) de acordo com as

principais alteracdes hepaticas observadas nos camundongos.
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4.4.8. Fotomicrografias

As fotomicrografias das laminas histoldgicas foram realizadas no Laboratorio da Pos-
graduacdo da Producdo Vegetal da Universidade Federal do Tocantins (UFT) campus Gurupi.
As imagens foram obtidas através do software Leica Aplication Suite (versdo 4.9.0) em
microcomputador associado ao microscépio 6ptico Leica DM1000 LED acoplado a
microcamera digital Leica (Figura 6). Para cada corte histologico, foram fotografadas regides

aleatorias.

Figura 6: Obtencdo das imagens através do software Leica Aplication Suite (verséo 4.9.0).
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4.4.9. Andlise da expansdo de area polpa de bagos de camundongos de grupos experimentais.

Dos animais dos grupos G1, G3 e G4 foram feitos cortes histoldgicos do baco, corados
com hematoxilina/eosina. Foram capturadas imagens com objetiva de 4x por meio de um
fotomicroscopio da marca Leica Aplication Suite (versdo 4.9.0). De cada grupo foram
capturadas 10 imagens de campos diferentes. As imagens foram analisadas pelo software
Image)®, versdo 1.47v ano 2012, onde foram medidas as areas da poupa do 6rgdo como

propdsito de verificar a possivel expansdo desta area (Figura 7).
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Figura 7: Imagem do baco com filtro expondo a area da polpa esplénica, com aumento de 4x.
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O software ImageJ® vai calcular automaticamente a &rea da polpa (Figura 7),
conforme mostra na seta, com boa precisdo e conversor de medidas para qualquer unidade
desejada pelo operador. A medida e/ou afericdo se faz manualmente através do mouse do
computador que, contornando os bordos da polpa gera automaticamente o resultado da
mensuracdo (WAYNE, 2007; PAPADOPULOQS, 2007).

4.5. Andlise estatistica

O teste Kruskal-Wallis ANOVA foi usado para comparar os dados da contagem
sanglinea, tais como parametros hematologicos, leucocitarios e bioquimicos dos grupos
estudados, sendo:

e G1vsG2 — analisa o efeito MTX (*);

e G3vsG4 — analisa o efeito da racdo suplementada com Pleurotus sp. com o

tratamento com MTX (**).

Dados significativos foram considerados quando p <0,05 com IC a 95%. A curva de

sobrevida de Kaplan-Meier definiu a probabilidade de eficacia da racdo suplementada com
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MTX e na auséncia da imunossupressdo. Para o célculo da diferenca entre a area da polpa
branca foi utilizado o teste de Analise de varidancia (ANOVA) com p <0.05.



35

5. RESULTADOS

5.1. Teor de proteina e presenca de minerais das racfes (composicao da racéo)

A andlise da composicdo nutricional da racdo suplementada em macro e
micronutrientes comprovou um aumento no teor de nitrogénio, fosforo, potassio, boro,

ferro e proteina bruta em relacdo ao teor da racdo controle (Tabela 2).

Tabela 2: Teor de macro (g/kg™), micronutrientes (mg/kg™) e proteina bruta no
alimento suplementar com Pleurotus sp., na racdo suplementada com Pleurotus sp. e na

racdo controle.

Alimento com Pleurotus

Alimento com sp. e racdo controle

Racéo controle

Pleurotus sp. (1:1)

Macronutrientes g.kg? g.kg? g.kg™
Nitrogénio (N) 14,7 26,6 41,3
Faésforo (P) 1,0 6,0 55
Potéssio (K) 2,0 6,5 10,0
Calcio (Ca) 2,0 5,0 23,2
Magnésio (Mg) 1,0 14 2,9
Enxofre (S) 1,3 2,3 3,3

Micronutrientes mg.kg™ mg.kg™ mg.kg™
Boro (B) 12 26 36
Cobre (Cu) 3 21 60
Ferro (Fe) 135 485 647
Manganés (Mn) 10 98 277
Zinco (Zn) 11 107 258

Proteina Bruta 83,1% 166,2% 258,1%

5.2. Efeito da suplementacdo no comportamento dos animais

O ensaio toxicoldgico do MTX (90mg.Kg™ por via intraperitoneal), no intervalo
de 72 horas, nas primeiras horas ocorreu efeitos colaterais nos camundongos
apresentanto, agitacdo constante, aceleragdo cardiaca, alternancia de pelos arrepiados e
lisos nos grupos (G2 e G4). Entretanto, durante a fase experimental (sete dias), esse

quadro clinico cessou ndo sendo evidenciado nenhum sinal de inquietacdo, fadiga, ou
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mesma perda de peso que sdo caracteristicas iniciais provocadas pela administracdo de
MTX. Os grupos G3 e G4 alimentados com Pleurotus sp., ndo resultou em nenhuma
morte durante o periodo de observacdo (7 dias) como também ndo interferiu no
desenvolvimento e no consumo de racao pelos camundongos.

Figura 8: Efeito da ragéo suplementada de Pleurotus sp em camundongos Swiss.
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A) Efeito da ragdo suplementada com Pleurotus sp. na massa corporal em camundongos Swiss (G1, G2,
G3 e G4). B) Efeitos da racdo suplementada com Pleurotus sp. na massa dos rins, figado e baco em
camundongos Swiss (G1, G2, G3 e G4) com ragdo suplementada e controle. C) Efeitos da racdo
suplementada com Pleurotus sp. nos aspectos macroscopicos do rim, figado e bago em camundongos
Swiss tratados (G1, G2, G3 e G4). Sendo que: G1 (ragdo controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G2 (racéo
controle e 90 mg.Kg™ de MTX); G3 (racéo suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™ de PBS); G4
(racdo suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg™ de MTX). Seis animais usados para coletar 0s
dados. Média (desvio-padrdo). Significance found by Kruskal Wallis T- test. G1 vs G2 (efeito do MTX)
(*), G3 vs G4 (efeito suplemento + MTX) (**). (##) Sem Jejum.

Em relagdo a massa corporal do grupo experimental observou menor varia¢do nos
animais do grupo G2 (p<0,05), e menor consumo de racéo em relacdo aos demais grupos.
A variacdo corporal dos grupos G1, G3 e G4 néo foram significativo (p>0,05) (Figura

8A) e também ndo apresentado diferencas (p>0,05) na massa corporal inicial e final entre
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0s grupos G2 e G4. Houve menor perda de massa corporal apenas nos animais do G4
(Figura 8A). Nao foram observados ovos ou cistos de parasitas intestinais e tdo pouco
diarreia entre os animais tratados pela suplementacdo de Pleurotus sp. (G3 e G4)
associado as doses de MTX (G4).

5.3. Analises morfoldgicas dos tecidos coletados

As analises morfologicas do baco, figado e rins dos Swiss foram realizadas
visando avaliar diferencas no peso dos 0Orgdos, expansdo, congestdo ou alteracdo da
coloracdo (Figura 8BC). Aqui foram verificados que a massa do figado dos grupos G3
(1,11g) e G4 (1,11g) ndo apresentaram diferengas entre si (p<0,05), e ambos grupos com
auséncia de toxicidade e congestdo (Figura 8BC). Além disso, observou que a sob
administracdo do farmaco MTX (Grupo G2), este ndo sinalizou efeito deletério ao figado,
A expansdo e massa do baco ndo revelaram efeito significativo entre os grupos G1 e G2
(p>0,05), entretanto, os animais dos grupos G3 e G4 (p<0,05) tiveram diferencas de massa
neste 6rgdao. Analises da funcdo renal revelaram diferencas significativas entre os grupos
Gl e G2 (p<0,05) e G3 e G4 (p<0,04). No grupo G2 houve aumento significativo em
relacdo aos grupos G1, G3 e G4. Assim, podemos sugerir que a administracdo do MTX

pode afetar a funcéo renal (p<0,05) (Figura 8C, Tabela 4).

5.4. Analises hematoldgicas e bioquimicas

Em relacdo aos dados hematoldgicos e bioquimicos visou-se determinar a
ocorréncia de alteracGes leucocitarias, eritrocitarias, hemoglobina e hematocrito. Nossos
resultados determinaram auséncia de leucopenia e leucocitose. Entretanto, houve
diferenca significativa entre o nimero de leucdécitos do grupo G2 tratado com MTX em
relagdo ao grupo G1 (p<0,02) (Tabela 3). N&o houve leucopenia, nimero de leucdcitos
totais abaixo de 4000uL ou tdo pouca leucocitose elevacdo dos numeros de leucdcitos
totais superiores a 10000pL. No entanto, os grupos G2, G3 e G4 apresentaram a
hemoglobina baixa, fora do valor de referéncia (Tabela 3) e se faz necessario a
confirmacéo destes dados em experimentos futuros visando a elucidagdo do quadro de
anemia ocorrido aqui

Na Tabela 4, sdo apresentadas as analises bioquimicas de plasma sanguineo de

camundongos Swiss a fim de avaliar a ocorréncia de toxicidade da alimentagdo durante o
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tratamento com MTX. Assim, observou-se que 0 MTX provocou elevagdo dos niveis de
ureia superiores a valores referenciais nos animais alimentagdo com racgéo controle. No
entanto, é observada reducdo significativa dos niveis de ureia (p<0,04) no plasma
sanguineo de animais alimentado com racdo suplementada e em tratamento com MTX e
dentro de valores referenciais (Tabela 4). Verificou-se diminui¢do dos niveis de TGP aos
grupos G3 e G4 dentro dos valores de referéncia. Houve reducdo dos niveis de TGP
quando alimentados animais com racdo suplementada e em tratamento com MTX (G4)
comparados com animais controles em tratamento com MTX (G2) (Tabela 4). Aqui,
nossos resultados revelaram que durante o tratamento com MTX e a suplementacdo de
micélios, os animais apresentaram alteracdes nos niveis de Ureia, TGO e TGP. Assim,
em experimentos futuros este serdo os principais parametros a ser utilizado nas anélises

da funcdo renal e hepatica.
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Tabela 3: Média, desvio-padrdo e valores de referéncia de pardmetros hematoldgicos de camundongos Swiss, alimentados com ragdo
suplementada com Pleurotus sp. e ra¢do controle.

Parametros Grupos
Sanauineos Gl G2 G3 G4 P Referéncia
g n=6 n=6 n=6 n=6

Leucdcitos (uL) 8466(+£982) 4700 (£141) 6000 (+£1980) 9400 (+283) *(0,02) 4,300 — 10,000
Eritrocitos (106/pL) 4,3 (£1,41) 4,7 (£0,14) 4,7 (£1,3) 4,55 (x0,07) - 43-6,0
Hemoglobina (g/dL) 10,60(£2,80) 9,45 (+0,12) 9,45 (+2,62) 9,15 (+0,21) - 13-17
Hematdcrito (%) 38,80(%6,36) 31,0 (x2,83) 28,5 (£7,78) 27,5 (x0,71) i 39-51
Plaquetas (103/uL) 307 (+48,08) 238 (+5,66) 277 (£89,09) 375 (£55,15) - 200 - 830

(#)Leucograma e Eritrograma, (+) - Seis animais usados para dados destes parametros; Unidade 10°/uL e 10°/pL, respectivamente. Média (desvio-padréo). Significance found
by Kruskal Wallis T- test. G1 vs G2 (efeito do MTX) (*); G3 vs G4 (efeito suplemento + MTX) (**). Sendo: G1 (ragdo controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G2 (racéo controle e
90 mg.Kg™ de MTX); G3 (racdo suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™ de PBS) e G4 (racio suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg™ de MTX).

(##) Sem Jejum.
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Tabela 4: Média, desvio-padrdo e valores de referéncia do parametro bioquimico de camundongos Swiss, alimentados com ragdo suplementada

com Pleurotus sp. e racdo controle.

Grupos
Parametros Sanguineos Gl G2 G3 G4 p Referéncia
n=6 n=6 n=6 n=6
BIOQUIMICA
Creatinina (mg/dL) 1,1 (x0,42) 0,55 (x0,07) 1,2 (x0,42) 1,65 (x0,07) - 06-14
Ureia (mg/dL) 44,5 (+0,71) 66 (+8,48) 29 (+2,82) 34,5 (+0,71) **(0,04) 10 — 45
TGO (U/L) 476 (£130,11) 495 (+£199,40) 220 (+16,97) 380 (x£288,50) - 81-180
TGP (U/L) 148 (+16,97) 165 (+89,09) 58 (+8,48) 53 (x7,07) - 36— 58
Proteina Total (g/dL) 6,2 (x0) 10 (0,71) 6,85 (x2,61) 6,85 (x0,92) *(0,02) 54-6,6
Colesterol Total (mg/dL) 125 (¥1,41) 1455 (+16,26) 104 (+11,31) 112 (+11,31) - 55 - 79

(#) Bioquimicos, (+) - Seis animais usados para dados destes parametros; Unidade 10°/uL e 10°/uL, respectivamente. Média (desvio-padréo). Significance found by Kruskal
Wallis T- test. G1 vs G2 (efeito do MTX) (*);G3 vs G4 (efeito suplemento + MTX) (**). Sendo: G1 (racdo controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G2 (rag4o controle e 90 mg/Kg de
MTX); G3 (racdo suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™* de PBS) e G4 (racdo suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg® de MTX). TGO= Transaminase

Glutamico-Oxalacética, TGP =Transaminase Glutamico PirQvica.
(##) Sem Jejum.
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5.5. Anélise histopatologica dos érgaos coletados

A analise histopatoldgica do figado, rins e baco dos grupos experimentais foram
realizadas a fim de avaliar lesbes como edema (ED), degeneracdo (DE), hemorragia
(HE), necrose (NE), inflamacdo (INF) e hiperemia (HI) (Tabela 5, Figura 9). Nao foi
observado nenhum sinal de edema de rins, bago e figados dos grupos G1 e G3 e discreto
edema de figado de animas do grupo G4 correspondente a suplementacdo alimentar e
tratamento com MTX. Degeneracdo foi observada apenas no figado do grupo G3
(discreta) e grupo G4 (moderada). Entretanto, foi observada hemorragia (discreta) nos
6rgdo rins (G1), (G3) rins e figado. Figado e rins do grupo G4 apresentou hemorragia
(moderado). Inflamacdo foi observada em rins do grupo G4 (moderado). Enquanto que
figado dos grupos G3 e G4 apresentaram hiperemia (moderada) e (severa)
respectivamente. O grupo G4 que representa a alimentacdo suplementada com micélio de
Pleurotus sp. conjuntamente com o tratamento MTX parece auxiliar na recuperacéo de
danos patoldgicos em comparacdo ao grupo G3 também com suplementacdo alimentar
sem o tratamento MTX. Nd&o teve alteragdo no bago dos grupos controles (Tabela 5,

Figura 9).
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Figura 9: AlteracBes histopatoldgicas de figado e rins de camundongos Swiss inoculados o farmaco MTX e alimentados com alimento
suplementado com Pleurotus sp.

Sendo: A — Regido dos rins (G1) apresentando hemorragia discreta (HE, obj. 40x); B — Regido do figado (G3) com degeneracédo (HE, obg. 40x); C — Regido dos rins (G3)
apresentando hemorragia (HE, obj. 20x); D — Hemorragia no figado (G3) (HE, obj. 100x); E — Regido do figado (G3) apresentando hiperemia (HE, obj. 40x); F — Regido do
figado (HE, obj. 40x) (G4); G — Regido do figado apresentando degeneracao (HE, obj. 40) (G4); H — Regiao do rim apresentando inflamagéo (HE, obj. 40x) (G4). G1 (racéo
controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G3 (racio suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™ de PBS); G4 (racdo suplementada com Pleurotus sp. + 90mg.Kg™ de MTX).
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Tabela 5: Intensidade de processos patoldgicos gerais em figado, rim e baco - camundongos

Swiss infectados sete dias ap0s a alimentacéo e inoculagdo do MTX.

Processos Patol6gicos

Grupos  Orgaos ED DE HE NE INF HI
Figado - - - - - -
G.1 Rim - - + - - -
Baco - - - - - -

Figado - + + - - ++
G.3 Rim - - + - - -
Baco - - - - - -

Figado + ++ ++ - - +++
G4 Rim - - ++ - ++ -
Baco - - - - - -

- ausente, + discreto, ++ moderado, +++ severa. G1 (ragdo controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G3 (racio
suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™ de PBS); G4 (racdo suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg’
! de MTX). Onde: ED = edema, DE = degeneracdo, HE = hemorragia, NE = necrose, INF = inflamag&o aguda e
HIl= = hiperemia.

Tabela 6: Médias das areas das polpas dos bacos de trés grupos (G1, G3 e G4) de

camundongos Swiss.

Area G1 Area G3 Area G4

Campo 1 1568771.267um? 1721590.002um? 1958325.982um?
Campo 2 1522291.535um? 1805143.877um? 1877870.195um?
Campo 3 2412707.414pm2 1663663.096um? 1573373.241um?
Campo 4 2453703.004um? 1785490.443um? 1824751.103um?
Campo 5 2453703.004pm? 2275066.163um? 1443520.269um?
Campo 6 1374513.758um? 1868491.913um2 960953.581um?
Campo 7 928533.921pum? 1322501.575um? 1046906.112um?
Campo 8 1347557.236um? 1033875.236um? 1413408.948um?
Campo 9 834047.469um? 1052083.596um? 1916168.872um?
Campo 10 1413217.811um? 1806133.165um? 2102257.929um?

Média 1630905.642pm?2 1633404.907pm? 1611754.623pm?2

G1 (racéo controle e 90 mg.Kg-1 de PBS); G3 (ragdo suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg-1 de PBS) e

G4 (racdo suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg-1 de MTX). Foram capturados com objetiva de 4x por

meio de um fotomicroscépio da marca Leica Aplication Suite (versdo 4.9.0) 10 campos por area da polpa

esplénica do baco de cada grupo.
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Figura 10: Imagens do bago dos trés grupos de estudo (G1, G3 e G4), tratadas pelo programa

ImageJ®, enfatizando a poupa esplénica.

G1 (ragdo controle e 90 mg.Kg™ de PBS); G3 (racéo suplementada com Pleurotus sp. e 90 mg.Kg™ de PBS) e
G4 (ragdo suplementada com Pleurotus sp. + 90 mg.Kg™ de MTX). Foram capturados com objetiva de 4x por
meio de um fotomicroscopio da marca Leica Aplication Suite (versdo 4.9.0), 10 campos por area da polpa

esplénica do bago de cada grupo, a area esta sinalizada com a seta vermelha.

Ap0s as medidas foram observadas que as médias das areas dos dez campos de polpas
dos bacos dos G1, G3 e G4 foram muito semelhantes nos trés grupos de analise com p=0.1000,
assim ndo foi encontrada diferenca nas areas das polpas dos bacos (Tabela 6, Figura 10).
Entretanto, € necessario realizar novos experimentos visando a elucidacdo dos dados de
expansdo e efeito histopatolégicos de animais suplementados com micélios sob tratamento de
MTX.
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6. DISCUSSAO

Ao término da producdo de micélios de Pleurotus sp em substrato de arroz, avaliou-se
aqui os efeitos da suplementacéo na alimentacdo de camundongos na recuperacdo do estado de
imunossupressdo provocado pelo farmaco MTX. A importancia do aumento da concentragéo
centesimal presente na racdo suplementada pode auxiliar na analise das as propriedades
nutricionais presentes em Pleurotus sp. Assim, foi observado incremento da concentragdo
centesimal da ragé@o suplementada. O Pleurotus sp. possui hidratos de carbono, fibra, vitaminas
(B1, B2, B12, C, D e E), teores elevados de minerais, tais como: potassio, fésforo, manganés,
ferro, calcio e baixos teores de lipideos (BANO et al. 1988; CARVALHO et al. 2012;
PAROLA et al. 2017). Em relacdo aos minerais, esses sdo encontrados em concentraces na
faixa de 800 a 40000 mg.kg™ para elementos, como o potassio, fésforo, enxofre e 20 magnésio,
enquanto que outros, como o zinco, ferro, cobre, célcio, sédio e manganés estdo entre 5 a 500
mg.kg™ (KALAC, 20009).

Atualmente, as terapias convencionais escolhe tratamento alternativo visando melhoria
do sistema imunoldgico do paciente e solu¢bes que amenizem a prevencdo do cancer e 0s
procedimentos agressivos ao paciente, tais como radioterapia, quimioterapia e a cirurgia
(BAST, 2000).

Assim, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas pretende usar composto
quimico gue possuem atividade antitumoral altamente eficaz e buscando minimizar os efeitos
colaterais (BENSON, 2006, HANAHAN et al. 2011; MELLMAN et al. 2011). Aqui, n0Ss0S
resultados, mostraram o equilibrio na massa corporal dos grupos tratados com a suplementacao
de micélios (G3 e G4) e ligeira incremento da massa corporal sugerindo participacdo de
micélios de Pleurotus sp. presentes na suplementacdo uma vez que estes sdo ricos em fibra,
contém baixo teor de gordura. As fibras dietéticas no cogumelo consistem de B-glucanas,
mananas, hemiceluloses e quitina. A fermentagdo de B-glucanas e sua capacidade de formar
solucgdes altamente viscosas no intestino humano pode constituir a base de seus beneficios anti-
obesidade (KHOURY et al. 2012).

B-glucanas também séo responsaveis por alteragdes na contagem de diferentes tipos de
células do sistema imunologico e na producdo de moléculas sinalizadoras, como 6xido nitrico e
citocinas (RUBEL et al. 2010; ROUPAS et al. 2012). O uso de micélios fungicos tem sido
empregado visando a melhoria da digestibilidade na alimentagdo animal (QIU et al. 2018).

Segundo Pedra et al. (2009) o género Pleurotus ostreatus quando cultivados em casca de coco
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e suplementados com farelo de arroz e de trigo apresentaram teores de ferro que variaram entre
10 e 20 mg/100g de amostra fresca. Assim, é necessario a confirmagdo de 3-glucanas, mananas,
hemiceluloses e quitina na composi¢do da racdo suplementada deve ser realizada e determinar
sua presenca em Pleurotus ostreatus, apresentam efeito supressor do apetite (KAWAGISHI, et
al. 2000).

As andlises bioguimicas de plasma sanguineo de camundongos Swiss a fim de avaliar a
ocorréncia de toxicidade da alimentacdo durante o tratamento com MTX. Os resultados
sinalizaram que a suplementacdo auxiliou na melhora da funcdo renal. Em um estudo com
camundongos Swiss tratados com 20mg/kg por semana de MTX, constatou a inducdo de
apoptose e também aumento dos marcadores de estresse oxidativo nos hepatdcitos, com
aumento significativo na carbonilacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica, diminuicdo dos niveis
de tiois e geracdo de radicais superdxido na mitocondria (MUKHERJEE et al. 2013).

Sendo assim, estudos experimentais sugere que o estresse oxidativo estd diretamente
envolvido com a toxicidade causada pelo MTX. Nossos resultados revelaram efeito positivo da
suplementacdo com micélios de Pleurotus sp. na recuperacdo de murinos imunodeprimidos
contribuindo na funcédo hepatica e renal (Tabela 4). Alguns relatos descrevem que micélios de
Pleurotus sp. apresentam efeitos dietético, hipocolesterolémicos em modelo de animal e em
pacientes diabéticos (BOBEK et al. 1998; KHATUN et al. 2007).

Os resultados demonstraram que a suplementagdo com Pleurotus sp. promove reducao
significativa do efeito do MTX, normalizacdo das funces do organismo e consequentemente a
melhora significativa do quadro clinico e revitalizacdo dos animais. Assim, nossos resultados
sugerem melhoria na recuperacdo de danos fisiologicos quando grupo de animais tratado com
MTX sob dieta de racdo suplementada com micélio de Pleurotus sp. sdo comparados a grupo
G3 suplementados e sem MTX, e ainda contribuindo na normalidade dos niveis de TGP, ureia
e melhoria das funcdes hepatica e renal (Tabela 4 e 5, Figura 8 e 9). Entretanto, novos estudos
devem ser realizados visando a comprovacao destes dados.

O mecanismo de acdo do farmaco MTX na corrente sanguinea pode estar 50% ligado as
proteinas plasmaticas com tempo de meia vida variando de 3 a 5 horas (CALABRESI &
CHABNER, 2002). Além disso, 0 MTX ¢é considerado um antagonista do folato e pode a
quadro de neutropenia moderada, anemia, anemia aplastica, pancitopenia e leucopenia (TIAN
& CRONSTEIN, 2007). Assim, quando os camundongos alimentados com a racao proposta e

MTX (G4) o quadro de neutropenia e a¢do do farmaco pode ter sido compensado, melhorando
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0s exames hematoldgicos e bioquimicos quando comparado com o grupo que foi alimentado
com ragdo controle (G2).

Na andlise histopatoldgica dos 6rgdos, o grupo G4 que representa a alimentacdo
suplementada com micélio de Pleurotus sp. conjuntamente com o tratamento MTX parece
auxiliar na recuperacdo de danos patolégicos em comparacdo ao grupo G3 também com
suplementacdo alimentar sem o tratamento MTX. Isto sugere a capacidade de contribuir para o
fortalecimento do sistema imunolégico, uma vez que ndo se observou alteracdo no bagco dos
grupos controles (Tabela 5 e 6, Figura 10). A inflamacgéo é um processo fisioldgico que ocorre
nos tecidos em resposta a lesdes traumaticas, pds-isquémicas, autoimunes ou toxicas, além de
processos infecciosos (MONTENEGRO & FRANCO, 2008).

Com isso, a resposta inflamatoria é necessaria para a sobrevivéncia, buscando proteger
0 organismo de estimulos nocivos. Em algumas situacfes e doencas, essa resposta pode se
tornar excessiva, sem qualquer beneficio e com sérios efeitos adversos (COTRAN, BARBOSA
& VOEUX, 2000). Existem diversos estudos com cogumelos que comprovam sua atividade
antioxidante, tanto pelo consumo in natura como através de extratos, como suplementos
alimentares (KOUTROTSIOS et al. 2017, SANCHEZ 2017, SHARIF et al. 2017). Os
cogumelos podem ser uma alternativa ja que apresentam propriedades anti-inflamatdrias devido
seus compostos como polissacarideos, diterpenoides, triterpenoides, ergosterol e 4acidos
fendlicos (ELSAYED et al. 2014).

Sendo assim, os fungos do género Pleurotus sp. possuem propriedades medicinais,
como hipoglicemiante e atividade antitrombdtica, modulacdo do sistema inume, a capacidade
de baixar a pressdo sanguinea e a concentracdo de colesterol no sangue, bem como atividade
anti-inflamatoria, fungdes cardiacas, acdes antivirais antimicrobiana e antitumoral (ZHANG,
1994; YILMAZ et al. 2006; HOA & WANG, 2015).
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7. CONCLUSAO

Modelo animal empregado aqui revelou ser adequado para o estudo das alteragdes
fisiologicas provocadas com uso de MTX. Além disso, é promissor 0 uso da suplementacdo
de micélios de Pleurotus sp. na recuperacao de transtornos fisiologicos de animais, entretanto,
é necessaria a confirmacdo destes dados em experimentos futuros para elucidar seu o

potencial.
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ANEXO 02

Identificacio Morfolégica

Classificacdo taxondmica Pleurotus ostreatus

Fungi: Fungi Superior; Basidiomycota; Basidiomycotina; Himenomycetes; Agaricales:
Tricholomataceae; Pleurotus; Pleurotus ostreatus (ALEXOPOULOS et al..2006)

Caracteristicas observadas:

Véu ausente. Lamelas ndo intervenosas. Metul6ides ausentes. Camada cortical do pileo
com elementos de parede lisa medindo 45-57 x 26-82 mm com margem lisa ou
ocasionalmente lobada, estipe de 20-28 x 8 mm, esporos geralmente cilindricos com
6,3 7,5 x 2,5 -3,6mm. Sistema hifalico monomitico. Queilocistidios ausentes (ndo
detectados). Coloragéio branco/creme.

Citagiio conforme Index Fungorum (Species Fungorum)

Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., Fiihr. Pilzk. (Zerbst): 104 (1871)

http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordiD=174220

Alexopoulos, C. J.; Mins, W.C.; Blackwell, M. 1996 Introductory Mycology. — 4th. Ed.
New York: Jhon Winley & Sons. Inc, 1996. 869 p

Identificag@io morfoldgica realizada na Universidade de Brasilia — UnB, Departamento
de Fitopatologia, Laboratorio de Micologia.
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