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Resumo

Amanita ponderosa € uma espécie de cogumelos silvestres, comestivel, caracteristica
de alguns microclimas mediterranicos, existente na Peninsula Ibérica. Neste estudo,
avaliaram-se as propriedades bioldgicas e toxicoldgicas destes cogumelos e culturas,
com vista a valorizar o seu potencial biotecnolégico. Desenvolveu-se também uma
metodologia de monitorizagdo, utilizando técnicas de microanalise e imunolédgicas para
screening e andlise da especificidade de producao dos compostos bioativos.

Os corpos de frutificagdo apresentaram um relevante conteddo mineral e um perfil
molecular correlacionavel com o local de colheita. Tanto os cogumelos como as
culturas e seus extratos revelaram baixa toxicidade, in vitro e in vivo, apresentaram
propriedades antioxidantes, capacidade hepatoprotetora e efeito antiproliferativo em
células MDA-MB-231.

Estes resultados sugerem que A. ponderosa e/ou 0s seus extratos podem constituir
uma importante fonte de compostos bioativos, com potencial valor nutracéutico e
medicinal, podendo ser utilizados como suplementos alimentares, coadjuvantes no

tratamento de doengas hepaticas e/ou tumorais.

Palavras-Chave: Amanita ponderosa; cogumelos silvestres comestiveis, composi¢ao
inorgénica, M13-PCR, complexos proteina-polissacarido, propriedades antioxidantes,

efeito hepatoprotetor, atividade antitumoral.
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Abstract

Characterisation of Amanita ponderosa wild mushrooms:

production of metabolites with biological activity

Abstract

Amanita ponderosa is a species of wild edible mushrooms that grows in some
Mediterranean microclimates in the Iberian Peninsula. In this study, we evaluated the
biological and toxicological properties of these mushrooms and cultures, in order to
enhance their biotechnological potential.

A monitoring methodology was also developed using microanalysis and immunological
techniques, for screening and specificity evaluation of bioactive compounds production.
The fruiting bodies presented a relevant mineral content and a characteristic molecular
profile correlated with the geographical location. Either mushrooms or cultures and
extracts have shown low toxicity in vitro and in vivo, and presented antioxidant
properties, hepatoprotective effect and MDA-MB-231 antiproliferative activity. These
results suggest that A. ponderosa and their extracts may constitute an important
source of bioactive compounds with antioxidant benefits, nutraceutical potential and
medicinal value, that can be used as dietetic supplements and as co-adjuvant of liver

and cancer disease treatments.

Keywords: Amanita ponderosa; wild edible mushrooms, inorganic content, M13-PCR,
protein-polysaccharide complexes, antioxidant properties, hepatoprotective effect,

antitumoral activity.
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Objetivos e metodologia do trabalho

Os cogumelos silvestres comestiveis da espécie Amanita ponderosa crescem nalguns
microclimas, em particular no Sudoeste da Peninsula Ibérica, nomeadamente no
Alentejo e na Andaluzia. Este estudo pretende ser um contributo para aprofundar o
conhecimento sobre esta espécie, no que respeita & sua caracterizacdo molecular,
valor nutricional e potencial biotecnolégico. O trabalho proposto constitui uma
abordagem inovadora no que concerne a producdo de metabolitos bioativos a partir de
culturas de A. ponderosa.

O principal objetivo deste projeto consiste em isolar e caracterizar estirpes de A.
ponderosa, de habitats florestais de diferentes locais do Alentejo (Portugal), e avaliar o
potencial de producdo de novos compostos com atividade biologica. Esta proposta
envolve as seguintes tarefas: recolher cogumelos silvestres; caracterizar
quimicamente esses cogumelos; isolar os micélios; identificar perfis genéticos dos
cogumelos e dos isolados e produzir novos compostos com atividade biolégica em
cultura de estirpes selecionadas. A metodologia de trabalho adotada para este estudo,
consistiu em:

v’ selecionar cogumelos da espécie A. ponderosa de diferentes locais do Alentejo;

v' determinar o contetdo organico e inorganico dos cogumelos com vista a

caracterizacdo da composi¢cao mineral;

v’ caracterizar a composi¢cdo mineral do solo envolvente de modo a avaliar a
possivel influéncia na composicdo dos cogumelos, em particular o contetddo

mineral;

v' isolar micélios de A. ponderosa em meios de cultura adequados;




isolar e identificar as diferentes estirpes flngicas que vivem em associacdo com

estes cogumelos no seu habitat natural;

caracterizar por técnicas moleculares, nomeadamente M13-PCR, os diferentes

cogumelos e os isolados;

efetuar culturas em meio liquido das estirpes isoladas de A. ponderosa

selecionadas para producédo de compostos com atividade biologica;

obter e caracterizar extratos ricos em compostos bioativos, derivados de A.
ponderosa, nomeadamente extratos lipofilicos, compostos fendlicos totais e

complexos proteina-polissacarido;

avaliar a capacidade antioxidante nas amostras de cogumelos, nas culturas
(micélios e sobrenadantes) e nos extratos bioativos, através da determinacédo da
atividade antioxidante pelos métodos do radical livre DPPH e do -
caroteno/acido linoleico e pela capacidade para mimetizar a atividade dos

enzimas CAT e SOD;

avaliar a letalidade em Artemia salina de amostras de cogumelos, culturas e

extratos bioativos;

avaliar a toxicidade aguda em murganhos Swiss; de amostras de cogumelos e

culturas

avaliar o efeito hepatoprotetor de cogumelos e de micélios de A. ponderosa em

ratos Wistar por determinacdo das atividades ALT, AST, ALP e GGT;

avaliar a atividade antitumoral, das culturas e extratos bioativos, utilizando uma

linha celular tumoral mamaria humana MDA-MB-231;




v determinar o perfil de producdo de complexos proteina-polissacarido em culturas

de A. ponderosa;

v’ caracterizar os complexos proteina-polissacarido produzidos;

v desenvolver uma metodologia de monitorizacdo da producéo destes compostos,
envolvendo técnicas de microanalise para screening dos compostos e técnicas

imunologicas para controlo de especificidade de producéo.







Capitulo 1

Cogumelos silvestres e seus metabolitos:

principais propriedades biologicas







Capitulo 1

1.1 Introducéo

Os cogumelos s&o conhecidos desde a antiguidade pelas suas propriedades
medicinais e 0 seu elevado valor nutritivo, existindo inimeras espécies com
composi¢ao muito diversificada, muitas delas comestiveis, e outras bastante téxicas.

O consumo de cogumelos comestiveis vem aumentando e ganhou destaque em
virtude das qualidades gastronémicas e valor nutricional, devido ao seu elevado
conteudo proteico e mineral e fibras dietéticas, essenciais ao bom funcionamento do
organismo.

Para alem das propriedades nutricionais, muitas espécies sdo conhecidas pelas
propriedades medicinais associadas a alguns dos seus constituintes, podendo ter um
papel importante como nutracéuticos e/ou agentes terapéuticos.

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma grande procura de cogumelos silvestres e
apenas uma pequena percentagem do potencial micologico existente em Portugal esta
a ser aproveitado. Portugal, pelas caracteristicas mediterranicas, diversidade de flora e
microbiota, € um dos paises europeus com maiores potencialidades para a produgéo
de cogumelos silvestres. A sul do Pais existe uma maior predominancia da espécie
comestivel Amanita ponderosa. Gastronomicamente, esta espécie € muito relevante
devido ndo s6 ao tradicional consumo nas populagfes rurais, como ao seu valor
comercial nos mercados gourmet. Por vezes os cogumelos silvestres produzidos em
Portugal sdo comercializados noutros paises nomeadamente em Espanha, Franca e
Italia.

Este trabalho pretende efetuar uma caraterizacdo inorganica e molecular contribuindo
para um melhor conhecimento desta espécie; e ainda desenvolver metodologias que
possam ser aplicadas a processos de certificacdo. O principal foco deste projeto incide

na pesquisa de um potencial biotecnoldgico desta espécie de cogumelos silvestres. A
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obtencao de extratos biologicamente ativos em culturas de A. ponderosa sera avaliada
por determinacdo das atividades biologias, nomeadamente antioxidantes,
hepatoprotetoras e antitumorais. Pretende-se ainda desenvolver metodologias de

monitorizacéo e controlo de especificidade de producéo destes compostos bioativos.

1.2 Cogumelos: Algumas consideracdes

Os cogumelos sdo macrofungos com corpos de frutificagdo visiveis e distintos que
podem apresentar crescimento hipégeos ou epigeos (Guillamon et al. 2010). Estes
fungos sdo na sua maioria pertencentes a classe Basidiomycetes (fungos que
produzem basidiosporos) e alguns fungos da classe Ascomycetes (fungos que
produzem ascosporos). Na verdade, o corpo de frutificacdo do fungo ou carpoforo é a
estrutura que é chamada de cogumelo, enquanto o0 micélio é a parte vegetativa,
composto por um sistema de segmentos ramificados, hifas, que podem dar origem ao

corpo de frutificagdo sob condi¢cdes ambientais favoraveis (Figura 1.1) (Chang 2008;

Kalac 2010).

PILEO BASIDIO COM
BASIDIOSPOROS

|
HIFAS | MICELIO
|

Figura 1.1. Aspetos morfolégicos gerais de cogumelos (Adaptada de 1).
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O tempo de vida da maior parte dos corpos de frutificacdo é apenas de 10 a 14 dias.
Os cogumelos podem ser simbiontes, sapréfitas ou parasitas, sendo que grande parte
das espécies de Basidiomycetes estabelece associacdes micorrizicas (Figura 1.2). Os
micélios das espécies micorrizicas vivem em simbiose com raizes de plantas,
nomeadamente espécies arbusculares e arboéreas, permitindo aumentar a superficie
de absorcéo ou rizosfera das raizes, auxiliando a planta na funcado de absorcédo de
agua e sais minerais do solo. Em retorno desta simbiose, os fungos recebem da planta
a fonte de carbono, glicidos fotoassimilados, que necessitam para a sua
sobrevivéncia e que ndo conseguem sintetizar. Deste modo as plantas, seres
autotroficos, podem absorver mais agua e adaptar-se a climas mais secos, tornando-
as mais eficientes na colonizacdo de habitats pouco hospitaleiros. As micorrizas
ajudam ainda na protecdo das raizes contra infecdes por parte de outros
microrganismos do solo (Kalac 2010). Desta forma, os cogumelos silvestres, na sua
maioria, desempenham um papel importante no ecossistema, permitindo manter a
riqueza da floresta, servindo de alimento, promovendo a prote¢cdo de espécies de
plantas presentes nos seus habitats naturais ou degradando a matéria organica morta

(saprofitas).

Figura 1.2. Esquema representativo da formag¢@o de micorrizas entre cogumelos simbiontes e
plantas (Adaptada de 2).
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1.3 Género Amanita

O género Amanita é um dos mais conhecidos e caracteristicos da ordem dos
Agaricales, sendo caracterizado maioritariamente por basidiomas terrestres e
sobretudo ectomicorrizicos, formando associagBes com plantas permitindo estimular o
seu crescimento e defesa contra diversas fontes de stress, desempenhando um papel
significativo nos ecossistemas florestais (Vargas et al. 2011).

Este género de Basidiomycetes compreende inUmeras espécies distribuidas por todo
o0 mundo, algumas sdo comestiveis e outras venenosas por possuirem toxinas e/ou
compostos com propriedades alucinogénicas (Gonzélez et al. 2002; Moreno et al.
2008). Este género tem sido extensivamente estudado tanto a nivel morfolégico como
molecular, embora alguns problemas taxonémicos permanecam ainda por esclarecer
(Moreno et al. 2008). A analise filogenética baseada em sequéncias do gene 28S
rRNA permite agrupar as espécies Amanita de acordo com diferentes secgbes. As
espécies A. caesaria (Seccdo Caesareae) e A. vaginata (Seccao Vaginatae) sdo
comestiveis. As espécies venenosas podem ser encontradas em todas as outras
seccOes deste género. Algumas espécies sdo bem conhecidas devido as suas
propriedades toxicas ou alucinogénias, nomeadamente A. phalloides, A. virosa e A.
bisporigera (Seccdo Phalloideae), A. muscaria e A. pantherina (Sec¢do Amanita) e A.
rubescens e A. citrina (Seccdo Validae). As seccdes Lepidella e Amidella, englobam
espécies que sdo toxicas, como A. boudieri (Seccéo Lepidella) e A. proxima (Seccéo
Amidella) e outras que sdo comestiveis e bastante apreciadas na gastronomia,
nomeadamente A. ovoidea, A. ponderosa e A. curtipes. (Seccdo Amidella) (Gonzélez
et al. 2002; Kirchmair et al. 2012; Malengon & Heim 1942; Moncalvo et al. 2002;
Moreno et al. 2008).

Os membros da seccdo Amidella, no qual se insere a espécie A. ponderosa, sé&o

macroscopicamente caracterizados por possuirem basidiomas bastante robustos,
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constituicao interior de cor branca, a presenca de um véu universal e uma volva muito
caracteristica com uma margem livre e membranosa. O anel é fragil e a margem do
chapéu apendiculada (Caldeira et al. 2009; Moreno-Rojas et al. 2004; Moreno et al.
2008). As suas caracteristicas microscépicas principais sao a presenca de esporos de
formato amiloide e elipsoidal a subcilindrico (Gonzéalez et al. 2002; Li & Oberlies 2005;

Pinho-Almeida 1994).

1.3.1 Espécies venenosas do género Amanita

Uma caracteristica proeminente de grande parte das espécies Amanita é a presenca
de compostos altamente toxicos, tendo sido bastante discutida a sua ocorréncia, assim
como composi¢cdo quimica e efeitos toxicologicos. Quimicamente, as estruturas dos
compostos téxicos isolados de espécies Amanita caracterizados até a data podem ser
subdivididos em seis categorias: péptidos, amavadin, isoxazoles, aminoacidos simples,
esteroides e ceramidas. Algumas espécies de Amanita produzem os péptidos mais ativos
(toxinas), conhecidos como ciclopéptidos, octapéptidos biciclicos termoestaveis, que
contém enxofre ligado a uma unidade de triptofano, podendo em alguns casos, a sua
distribuicdo variar ao longo de todo o cogumelo, sendo o chapéu a parte mais toxica
(Brandao et al. 2011). Esses péptidos considerados as principais toxinas de Amanita
sao classificados em trés grupos: amatoxinas, falotoxinas e virotoxinas. As amatoxinas
(venenos de acdo lenta) sdo 10-20 vezes mais toxicos que falotoxinas e virotoxinas
(venenos de acdao rapida) (Brandao et al. 2011; Li & Oberlies 2005; Zhang et al. 2005).
O facto de serem termoestdveis implica que ndo sdo destruidos mesmo que 0s
cogumelos sejam cozinhados, sendo a dose letal para um adulto de 0,1 mg/kg, logo a
ingestédo de 20 a 25 g de cogumelo pode ser fatal uma vez que implica o consumo de
5 a 8 mg de amatoxina (Schenk-Jaeger et al. 2012).

A toxicidade das amatoxinas é devido a inibicdo da RNA polimerase Il, afetando a

sintese de proteinas. As toxinas sd@o absorvidas preferencialmente pelo figado,
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circulando depois pelo interior do circuito entero-hepético, sendo a insuficiéncia
hepatica a causa mais comum de morte por envenenamento com amatoxinas em
seres humanos (Zhang et al. 2005).

As falotoxinas promovem a destruicao das células hepaticas, mas pelo facto de néo
serem absorvidas pelo intestino ndo estdo envolvidas em processos de toxicidade
aguda. Estudos toxicoldgicos tém-se centrado na espécie A. phalloides (Figura 1.3
(a)), que é o cogumelo mais toxico deste grupo que contém ciclopéptidos (Brandéo et
al. 2011). Apesar de ter sido um dos primeiros cogumelos toxicos a ser identificado e
no qual a falotoxina foi encontrada pela primeira vez, no entanto as falotoxinas pouco
contribuem para a toxicidade elevada desta espécie, sendo esta devida a presenca
também de elevados niveis de amatoxinas, nomeadamente a e 3 — amanitinas. Além
disso, varias outras espécies, incluindo A. bisporigera, A. verna e A. virosa (Figura 1.3
(b), (c) e (d)), produzem também falotoxinas e amatoxinas. As virotoxinas sao as mais
recentes toxinas descritas em Amanita tendo sido encontradas apenas em A. virosa e
A. phalloides. Apresentam um mecanismo de acdo semelhante ao das falotoxinas, néo
causando toxicidade aguda (Vargas et al. 2011).

Outro tipo de toxinas, pertencente a classe das neurotoxinas, nomeadamente &cido
iboténico e seu produto de descarboxilagdo o muscimol, sdo isoxazoles, encontradas
sobretudo em cogumelos das espécies A. pantherina e A. muscaria (Figura 1.3 (e) e
(f)) (Li & Oberlies 2005; Tsujikawa et al. 2006).

Existe ainda uma outra classe de toxinas, as nefrotoxinas, aminoacidos com a
capacidade de causar insuficiéncia renal aguda devido a nefrite intersticial aguda,
sendo encontradas em espécies como A. boudieri e A. proxima (Figura 1.3 (g) e (h))
(Kirchmair et al. 2012).

Mais de 90% dos casos de envenenamento por cogumelos tém sido associados a

duas das espécies mais venenosas do género Amanita, a A. phalloides e a A. virosa
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(Figura 1.3 (a) e (d)), por estas se assemelharem a algumas espécies comestiveis (Li

& Oberlies 2005; Zhang et al. 2005).

Figura 1.3. Algumas espécies toxicas do género Amanita A. phalloides (a), A. bisporigera (b), A.
verna (c), A. virosa (d), A. pantherina (e), A. muscaria (f), A. boudieri (g), A. proxima (h) (Adaptada
de 3, 4, 5).

1.3.2 Espécies comestiveis do género Amanita

Alguns cogumelos do género Amanita sdo cogumelos silvestres comestiveis muito
apreciados, na gastronomia em varios paises. Entre estes distinguem-se as espécies
A. ponderosa, A. curtirpes, A. caesaria e A. ovoidea (Figura 1.4).

Uma das causas de envenenamento por cogumelos silvestres, nomeadamente na
regido do Alentejo, ocorre com 0 equivoco no reconhecimento da espécie comestivel
A. ponderosa, com algumas espécies venenosas (Malencon & Heim 1942), que
apesar de possuir caracteristicas macroscopicas bastante bem definidas, pode levar a
confusdo com algumas espécies semelhantes que sdo toxicas, devido a falta de
experiencia na identificagdo da espécie. O caso mais recorrente é o da espécie mortal
A. verna, pois esta frutifica nos mesmos locais e macroscopicamente sdo bastante

semelhantes (Figura 1.3 (c)) (Morgado et al. 2006). Outras espécies de caracteristicas




Cogumelos silvestres e seus metabolitos: propriedades bioldgicas

semelhantes a A. ponderosa sdo as espécies nefrotoxicas A. boudieri e A. proxima
(Figura 1.3 (g) e (h)). A espécie mais semelhante é A. curtipes (Figura 1.4 (b)), espécie
de habitat mediterranico préximo, mas apresenta um pé mais curto e brota no Outono,
ndo apresentando no entanto perigo pois esta € também uma espécie comestivel

(Moreno et al. 2008).

Figura 1.4. Espécies de cogumelos comestiveis do género Amanita: A. ponderosa (a), A. curtirpes
(b), A. caesaria (c) e A. ovoidea (d) (Adaptada de 6, 7).

Algumas das espécies de cogumelos do género Amanita tém sido fortemente
investigados. O nimero de espécies deste género encontrado na Peninsula Ibérica é
de aproximadamente 45, e novas espécies sdo descritas frequentemente (Gonzalez et

al. 2002; Li & Oberlies 2005).
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1.3.3 Amanita ponderosa

A espécie A. ponderosa (Figura 1.5) foi descrita pela primeira vez por Malencon e
Heim (1942). Esta espécie é pouco conhecida na maior parte dos paises europeus,
sendo mais abundante no sudoeste da Peninsula Ibérica, devido a presenca de um
clima de carateristicas mediterrdnicas nomeadamente no Alentejo (Portugal) e
Andaluzia (Espanha), Marrocos e mais raramente na Itdlia. Encontra-se estritamente
na primavera ou nos meses que a antecedem nas regides mais a sul, onde pode
aparecer em janeiro, em anos mais quentes (Moreno et al. 2008).

A espécie A. ponderosa € caraterizada por possuir

Reino: Fungi
um corpo frutifero largo e robusto, apresentado um

Filo: Basidiomycota

Classe: Basidiomycetes chapéu com 8-7 cm de didametro, podendo chegar a

Sl gl eEcels 22 cm, com uma morfologia hemisférica quando

Ordem: Agaricales . .
jovem e plano-convexa na maturidade, com uma

Familia: Amanitaceae
ligeira depressdo no centro (Figura 1.6 (a), (b))
Género: Amanita
Espécie: Amanita ponderosa (Caldeira et al. 2009; Moreno-Rojas et al. 2004).

_ B Quando jovens, aparecem cobertos por uma
Figura 1.5. Classificacao

taxonomica da espécie A.  membrana espessa, a que se chama véu universal
ponderosa.

(Figura 1.6 (c)) (Moreno et al. 2008). A margem do
chapéu é curvada para dentro, com (ocasionalmente) o restante do véu parcial (Figura
1.7 (a)). A cuticula é lisa e facilmente retirada, a sua cor é creme esbranquigada
guando jovem ou enquanto se encontre no sobsolo, ficando castanho-avermelhado ou
com manchas negras apds o envelhecimento. E organizada em ctis, constituida por

hifas cilindricas com 3-5 ym de didmetro, hialinas e asseptadas (Moreno-Rojas et al.

2004).
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Figura 1.6. Aspetos macroscopicos de cogumelos A. ponderosa em diferentes fases de crescimento:
adulto na maturidade apresentando um chapéu de morfologia plano-convexa (a), adulto jovem com
um chapéu de morfologia hemisférica (b) e jovem coberto pelo véu universal (c).

O himénio (parte interior do chapéu) é constituido de laminas largas, um pouco
serradas, livres ou sub-aderidas, com algumas lamelas brancas mas com tendéncia a
ficarem rosadas, ou acastanhadas em corpos de frutificagdo envelhecidos ou secos
(Figura 1.7 (b)). A constituicdo interior do cogumelo é firme, muito compacta, branca,
ficando rosada quando contacta com o ar (Figura 1.7 (c)), com um forte odor a terra
hamida que facilita a sua identificagdo. O pé é cilindrico, parcialmente liso a
ligeiramente fibroso, com 4-10 cm de comprimento e 2-3 cm de diametro,
apresentando uma cor mais pélida que o chapéu ou exibindo um tom rosado
acastanhado. Possui um anel em torno do pé, quebrado pelo crescimento do corpo
frutifero, da mesma cor que o pé (Figura 1.7 (a)). A base é constituida por uma volva
membranosa, espessa e da mesma cor que o resto do corpo de frutificacdo, capaz de

se tornar, em forma de saco, a metade da altura do pé (Figura 1.7 (a)) (Moreno-Rojas
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et al. 2004; Moreno et al. 2008). Possui sabor agradavel e muito dificilmente é parasitada
por larvas (Moreno-Rojas et al. 2004). Os basidia séo tetraspéricos com basididésporos
cilindricos, cilindrico-elipsoides ou amiloides (11-13 x 6—7 pm). Os esporos sao
agregados ou dispersos, brancos quando frescos, cremes quando secos (Moreno-

Rojas et al. 2004).

Figura 1.7. Aspetos macroscopicos de cogumelos A. ponderosa: adulto jovem onde se observam a
volva, o anel em torno do pé e margem do chapéu curvada para dentro com o restante do véu
universal (a), pormenor do himénio lamelado (b) e detalhe da constituicdo interior do corpo de
frutificacao (c).

Os cogumelos da espécie A. ponderosa mostram uma tendéncia semi-hipogénea, uma
vez que cresce totalmente subterrado nas primeiras fases de desenvolvimento,
emergindo parcialmente ou completamente apés a expanséao do pileo (chapéu) (Figura
1.8) (Moreno et al. 2008).

Estes cogumelos comestiveis apresentam um elevado valor nutricional, contendo uma
percentagem elevada de minerais essenciais e vitaminas, baixo teor em gordura e sédo

uma boa fonte de proteinas (Moreno-Rojas et al. 2004).




Cogumelos silvestres e seus metabolitos: propriedades bioldgicas

Esta espécie tem como habitat florestas mediterranicas, em areas de montado de
Quercus ilex (azinho), Q. suber (sobreiro) e com arbustos como Cistus ladanifer
(esteva) (Figura 1.8 (a)), C. laurifolius (Ciste com folhas de loureiro) e Lavandula
stoechas (rosmaninho) em solos &cidos (Moreno-Rojas et al. 2004; Moreno et al.

2008), formando associagfes ectomicorrizicas com estas plantas.

Figura 1.8. Processo de recolha de cogumelos A. ponderosa: corpo de frutificagdo no seu habitat
natural em associacdo com C. ladanifer (a), corpo de frutificacdo parcialmente emergido do solo (b)
e totalmente extraido do solo (c).

A recolha comercial de cogumelos silvestres comestiveis representa um importante
negécio em muitas areas rurais. A espécie A. ponderosa é submetida a uma forte
exploracdo comercial em algumas é&reas, sendo tdo intensamente procurada por
apanhadores que é muitas vezes é recolhida na fase primordial do desenvolvimento,
antes de emergir a superficie, por ser um fungo verdadeiramente hipégeo (Daza et al.

2003; Moreno et al. 2008).
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Embora haja muita pesquisa sobre cogumelos, ha falta de informacdo sobre A.
ponderosa. O pequeno numero de relatos encontrados na literatura reporta ao
conteudo mineral e analise filogenética (Caldeira et al. 2009; Moreno-Rojas et al. 2004;
Moreno et al. 2008; Salvador et al. 2013b).

Nos udltimos anos o interesse em cogumelos comestiveis tem intensificado a sua
producao industrial, assim como uma maior procura de algumas espécies silvestres,
tornando-se cada vez necessario o estudo dos cogumelos silvestres de forma a poder
haver certificacdo de espécies silvestres de cogumelos comestiveis.

O género Amanita € bastante heterogéneo, uma vez que contém uma grande
variedade de espécies, sendo muitos delas tdxicas, enquanto outras sdo comestiveis e
produzem compostos biotecnol6gicamente importantes. Torna-se assim importante
efetuar estudos, de modo a prevenir eventuais intoxica¢des, assim como a descoberta

de compostos de interesse farmacoldégico.

1.4 Cogumelos silvestres comestiveis

Os cogumelos silvestres comestiveis constituem um alimento bastante apreciado em
virtude do seu sabor refinado e elevado valor nutritivo, devido ao elevado contelido
proteico, fibras, vitaminas, minerais e baixo teor de gordura (Barros et al. 2008a; Mattila
et al. 2000).

Para além das propriedades gastronémicas e valor nutritivo, Vvarias estirpes de
cogumelos comestiveis tém sido extensamente utilizadas na medicina tradicional.
Algumas espécies de cogumelos, nomeadamente, Coriolus versicolor, Agaricus blazei,
Lentinula edodes, sdo descritas na literatura por apresentarem inUmeras propriedades
terapéuticas, nomeadamente antioxidantes, antivirais imunoestimuladoras, e

antitumorais, que estdo associadas a producdo de compostos bioativos, principalmente
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compostos fendlicos e polissacaridos (Firenzuoli et al. 2007; Smith et al. 2002; Wasser

2002).

1.4.1 Valorizagdo econémica

Recentemente, muitas sdo as espécies de cogumelos usados pelo homem que
possuem alguma importancia econdmica, engobando cogumelos comestiveis, téxicos,
alguns com propriedades medicinais, cogumelos que podem ser usados em
silvicultura, industria, biotecnologia, biorremediacdo, restauragdo, reflorestamento,
entre outras (Garibay-Orijel et al. 2009). Estima-se que existam no planeta cerca de
140.000 espécies diferentes de cogumelos, no entanto, apenas cerca de 10% sao
conhecidas e metade deles apresentam propriedades nutritivas. Cerca de 2.000
espécies de cogumelos sdo seguras para consumo e aproximadamente 70 espécies
sdo conhecidas por apresentar algumas propriedades farmacologicas (Hawksworth
2001).

Desde a antiguidade, muitas culturas tém utilizado os cogumelos silvestres como
alimento e também para fins medicinais. Algumas espécies tém sido bastante
apreciadas devido ao seu elevado valor gastronémico e nutricional (Chang 2008).
Recentemente, alguns destes fungos tém sido considerados como alimentos
funcionais por possuirem inimeras propriedades terapéuticas, levando a uma
tendéncia de separacdo pela industria entre cogumelos comestiveis e medicinais
(Guillamén et al. 2010). No entanto, ndo existe uma facil distingdo entre cogumelos
comestiveis e medicinais, porque varios cogumelos medicinalmente catalogados sé&o
também usados como alimento.

Os cogumelos comestiveis incluem muitas espécies que sao silvestres e algumas
possiveis de cultivar. Atualmente, a colheita comercial de cogumelos comestiveis
representa um negocio importante em muitas areas rurais de alguns paises. As

espécies facilmente cultivaveis estdo frequentemente disponiveis nos mercados,
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embora apenas 100 espécies sejam regularmente cultivadas e 8 a 10 sejam cultivadas
numa extensdo significativa a escala industrial (Reis et al. 2012a), nomeadamente
Agaricus bisporus, Lentinula edodes (shiitake) e Pleurotus ostreatus (Aida et al. 2009;
Mattila et al. 2000; Reis et al. 2012a). Existem outras espécies que sao dificeis de
cultivar ou ainda nao foram cultivadas com sucesso, em particular as espécies
micorrizicas. Estas sé@o recolhidas no seu estado silvestre por coletores privados,
podendo da mesma forma ser encontradas em mercados, em menor escala e a custos

por vezes bastante elevados, como € o caso de A. ponderosa.

1.4.2 Valor nutricional

Os cogumelos comestiveis sdo amplamente consumidos em muitos paises como
alimento, devido ao seu atraente sabor, aroma e valores nutricionais, os cogumelos
comestiveis tém sido considerados importantes componentes da dieta. O valor
gastronémico e comercial é principalmente devido as suas propriedades organoléticas
como textura e paladar, sendo possivel distinguir espécies de cogumelos com base
em seu caracteristico odor ou aroma (De Pinho et al. 2008).

Sdo ricos em proteinas, aminoacidos essenciais e apresentam, geralmente, um
conteudo elevado de minerais (Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe, Mn e Se) e vitaminas E, B, C
e D (Agrahar-Murugkar & Subbulakshmi 2005; Chudzynski & Falandysz 2008;
Gengcelep et al. 2009; Ouzouni et al. 2007; Tuzen et al. 2007; Zhang et al. 2012b).
Contém ainda fibras dietéticas e baixos niveis de glucidos e lipidos (Firenzuoli et al.
2007; Leal et al. 2013).

Os cogumelos comestiveis contém uma percentagem elevada de humidade (81,8 —
94,8%) cuja variabilidade no contetdo depende da espécie de cogumelo e outros
parametros relacionados com a colheita e estagio crescimento (Guillamén et al. 2010).
O crude proteico encontrado nos cogumelos aparece em niveis bastante elevados,

podendo variar entre valores como 15,2 a 80 g/100 g de massa seca (ms) de acordo
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com a espécie (Barros et al. 2008a). As proteinas presentes nos cogumelos contém
todos os nove aminoacidos essenciais para a dieta humana, variando amplamente
também os niveis entre as espécies (Guillamén et al. 2010). De acordo com a
FAO/WHO (2002) os cogumelos sdo considerados ricos em acido glutdmico, acido
aspartico e arginina, apresentando no entanto, poucas quantidades de metionina e
cisteina. Curiosamente foram detetados dois aminoacidos pouco comuns: &acido y-
amino butirico (GABA) e ornitina, que tém mostrado importantes atividades fisiologicas
(Guillamén et al. 2010). A composicdo de aminoacidos presente nas proteinas dos
cogumelos é comparavel a da proteina animal, o que mostra particular importancia no
sentido de contrabalangar um crescente consumo de proteina de fontes alimentares
de origem animal. Desta forma a importancia dietética de cogumelos devera crescer
nos proximos anos, com o interesse de reduzir os riscos relacionados ao consumo de
proteinas de origem animal (Guillamén et al. 2010).

A gama de concentracfes de glucidos mencionadas na literatura varia entre 35 e 70%
da massa seca (ms), mostrando alguma heterogeneidade entre espécies, sendo o
manitol e trealose os principais glicidos na maioria das espécies analisadas, apesar
dos diferentes perfis encontrados. Para espécies como Lactarius deliciosus,
Chantarellus cibarius, A. bisporus e Volvariella volvacea, o manitol é o glicido mais
abundante, enquanto a trealose predomina em espécies como Pleurotus ostreatus,
Boletus edulis, Lepista nuda e Calocybe gambosa (Barros et al. 2007a; Barros et al.
2008a).

Alguns autores tém considerado os cogumelos como uma boa fonte de vitaminas
baseados nos elevados niveis encontrados de riboflavina (vitamina B2), niacina
(vitamina B3) e &cido félico (vitamina B8) e alguns vestigios de &cido ascoérbico
(vitamina C), tiamina (vitamina B1), ergosterol (percursor da vitamina D), B-caroteno
(precursor da vitamina A), tocoferol (vitamina E) e cianocobalamina (vitamina B12)

(Guillamén et al. 2010; Heleno et al. 2010; Reis et al. 2012a). Os cogumelos aparecem
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como a Unica fonte ndo-animal que contém vitamina D, sendo portanto, a fonte natural
de vitamina D para os vegetarianos. O conteudo em ergocalciferol (vitamina D2) é
consideravel em muitas espécies silvestres, mas infelizmente, quase ausente em
espécies cultivadas (Mattila et al. 2000; Reis et al. 2012a).

Fornecem ainda quantidades baixas de lipidos, cerca de 2,9% da massa seca, sendo
predominantes os acidos gordos insaturados em especial o acido palmitico (C16:0), o
acido oleico (C18:1) e acido linoleico (C18:2) (Barros et al. 2007a; Gengcelep et al.
2009).

Em comparacdo com os legumes, os cogumelos provaram que oferecem ainda um
conteudo razoavel de muitos elementos minerais (6 — 10,5% ms) (Guillamén et al.
2010). Os principais constituintes nas cinzas sao potassio (K) e, dependendo das
espécies, o fosforo (P) ou magnésio (Mg), além de célcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe) e
zinco (Zn) (Soriano et al. 2007; Vetter 2005). Deve ser dada especial atencdo a
acumulacdo de metais pesados, particularmente elementos téxicos como cadmio,
chumbo e mercario, comumente presentes nos substratos. A literatura descreve
algumas espécies (L. edodes) como acumuladoras de metais pesados com o cadmio,
enquanto outras espécies podem ser acumuladoras de oligoelementos essenciais
como o selénio (A. bisporus, P. ostreatus, e algumas espécies do género Boletus)
(Chudzynski & Falandysz 2008; Cocchi et al. 2006; Kalac 2010).

Um estudo efetuado com estirpes de cogumelos A. ponderosa recolhidas em Espanha
mostrou que esta espécie contém elevados niveis de K e conteddo bastante
consideravel em Na, Ca, Mg e Fe (Moreno-Rojas et al. 2004).

Desta forma os cogumelos comestiveis podem representar um dos maiores recursos
alimentares mundiais de nutricdo e gastronomia do futuro.

Além de todas as propriedades nutricionais descritas, os cogumelos comestiveis sdo
caracterizados por conterem bastantes compostos bioativos naturais diferentes, como

compostos fendlicos e polissacéridos, podendo desta forma, ser encarados como
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atrativos alimentos funcionais (Barros et al. 2008a; Barros et al. 2007c; Leal et al.

2013).

1.4.3 Propriedades medicinais

A acdo farmacoldgica e interesse terapéutico dos cogumelos medicinais sdo
conhecidos desde h& centenas de anos, sendo parte integrante das praticas de
medicina tradicional oriental. InGmeros estudos tém revelado que diferentes espécies
de cogumelos comestiveis apresentam elevado valor na prevencédo e no tratamento de
varias doencas humanas, levando a considera-las como potenciais alimentos
funcionais (Guillamén et al. 2010; Reis et al. 2012a).

A definicdo de alimento funcional, foi estabelecida pelo Instituto Internacional de
Ciéncias da vida (International Life Sciences Institute (ILSI), Europa), afirma que "um
alimento pode ser considerado como "funcional”, se é satisfatoriamente demonstrado
afetar beneficamente uma ou mais fun¢des no organismo, além de efeitos nutricionais
adequados, de forma que seja relevante para um melhor estado de saude e bem-estar
e/ou reducéo do risco de doenca” (Guillamon et al. 2010). E um alimento que faz parte
do padrdo de alimentos. Nao é um comprimido, nem uma capsula, nem nenhuma
forma de suplemento alimentar (European Commission (2003)). Deste modo, de
acordo com a definicdo de alimento funcional, alguns cogumelos estdo atualmente
ganhando reconhecimento mundial como alimentos funcionais, pela constatagéo de
induzirem relativa melhoria, prevencao ou tratamento de algumas doencas (Guillamén
et al. 2010; Mattila et al. 2000).

As multiplas atividades biolégicas presentes em algumas espécies de cogumelos
comestiveis devem-se a enorme variedade de metabolitos secundéarios que estes
podem produzir (Ferreira et al. 2007; Ribeiro et al. 2007).

Diferentes compostos bioativos de cogumelos comestiveis sao responsaveis pelas

suas propriedades antioxidantes (Barros et al. 2007a; Barros et al. 2008a; Barros et al.
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2007c), antitumorais (Aida et al. 2009; Cheng et al. 2008; Cheung et al. 2012; Zhang et
al. 2012a; Zhang et al. 2007), antimicrobianas, antivirais (Barros et al. 2007b; Hearst et
al. 2009; Rao et al. 2009), imunomoduladoras e imunoestimuladoras (Cui & Chisti
2003; Ishii et al. 2011; Jesenak et al. 2013; Pereira et al. 2012), hepatoprotetoras
(Jayakumar et al. 2006; Lu et al. 2007; Pereira et al. 2012), anti-inflamatorios
(Guillamén et al. 2010), hipoglicémicas, hipocolesterolémicas, anti-hipertensoras e
antiaterogénicas (Giavasis 2014, Li et al. 2007; Pereira et al. 2012).

Tém sido descritos na bibliografia inUmeras espécies de cogumelos ricos em
compostos bioativos, com propriedades medicinais ricas em compostos bioativos,
pertencentes aos géneros Aleurodiscus, Agaricus, Coprinus, Clitocybe, Coriolus,
Daedalea, Lentinula, Grifola, Ganoderma, Marasmius, Merulius, Pleurotus, Polyporus,
Poria, Psathyrella, e Tricholoma spp. (Guillamén et al. 2010).

Estudos efetuados com cogumelos da espécie Coriolus versicolor mostraram que este
cogumelo produz enzimas, e metabolitos secundarios, como o PSK e PSP, que
desempenham um papel importante na prevencao da carcinogénese, funcionam como
agente desintoxicante por absorver os radicais livres acumulados no organismo e fator
de apoio ao sistema imunitario (Cui & Chisti 2003).

Outra espécie de cogumelo muito estudada devido as suas propriedades é L. edodes,
vulgarmente conhecido por shiitake. As propriedades medicinais do shiitake s&o
conhecidas ha muito tempo, sendo usado na medicina oriental no combate a inUmeras
doencas. Alguns estudos tém comprovado que esta espécie € um importante
regulador da taxa de colesterol no sangue, inibidor do desenvolvimento de células
cancerigenas, combate inUmeras doengas causadas por virus, bactérias ou outros
fungos (Giavasis 2014; Hearst et al. 2009; Rao et al. 2009).

Aos cogumelos da espécie Agaricus blazei, também chamados popularmente de

"Cogumelo do Sol", sédo também atribuidas propriedades medicinais, nomeadamente
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como fortalecedor do sistema imunoldgico e ac¢do antitumoral (Firenzuoli et al. 2007,
Ishii et al. 2011).

Outro exemplo é o cogumelo da espécie Grifola frondosa conhecido por Maitake que
para além de ter um sabor agradavel, tem propriedades terapéuticas, com aplicacao
na area oncolégica e em situacdes de imunossupressao. Estimula o sistema
imunolégico no combate a doencas antes e depois de instaladas, em casos de
hipertensdo, diabetes, hipercolesterolémia e tumores cancerigenos, sendo bastante
utlizado na area alimentar, ndo s6 como alimento funcional mas também como
suplemento alimentar (Mao et al. 2007).

O conteldo em compostos biologicamente ativos pode variar consideravelmente em
cogumelos comestiveis, de acordo com a espécie ou, dentro da mesma espécie, pelo
facto de a concentracdo destas substéncias ser afetada por diferencas tais como:
condicbes de tensdo, substrato, cultivo e/ou frutificagdo, grau de desenvolvimento,
idade dos cogumelos frescos, condicbes de armazenamento, processamento e
praticas culinarias (Barros et al. 2007c¢).

Os efeitos preventivos e/ou curativos de diversas estirpes de cogumelos em
determinadas patologias constituem um forte incentivo a investigacdo e producdo de
metabolitos biologicamente ativos a partir destes fungos superiores, tais como 0s
Basidiomycetes. Existem atualmente varios tipos de produtos, obtidos de corpos de
frutificac@o e micélios, comercializados como suplementos dietéticos por apresentarem
potenciais efeitos terapéuticos, e/ou consumidos na forma de capsulas, comprimidos
ou extratos (Guillamon et al. 2010; Wong et al. 2012). Com efeito, o uso medicinal de
extratos de cogumelos comestiveis pode ser mais natural e menos dispendioso do que
as tradicionais terapias farmacologicas e poderia reduzir a ocorréncia de efeitos
adversos (Arteiro et al. 2012).

As multiplas atividades biol6gicas descritas sdo devidas a enorme variedade de

metabolitos secundarios presentes nos cogumelos, incluindo compostos fendlicos e
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complexos proteina-polissacarido. Estes metabolitos apresentam baixa toxicidade e
menos efeitos colaterais que muitos farmacos de sintese quimica, representando um
valioso recurso potencial para a producdo de compostos naturais, podendo, ser
encarados como atrativos alimentos funcionais (Ferreira et al. 2007; Liu et al. 2012;

Ribeiro et al. 2007).

1.5 Compostos biologicamente ativos

S8o0 conhecidos alguns constituintes de cogumelos que possuem propriedades
medicinais tais como: polissacaridos (B-glucanos, proteoglicanos, glicopeptidos,
lentinan®, pleuran); compostos fendlicos (flavonoides, xantonas), saponinas,
cumarinas, triterpenoides terpenos, esteroides, lectina, fibras dietéticas, alcaloides,
purinas e pirimidinas entre outros.

Aos compostos fendlicos séo atribuidas excelentes propriedades como antioxidantes,
anti-inflamatérias ou antitumorais, entre outras. Os compostos fendlicos sao
compostos aromaticos hidroxilados, que possuem um ou mais anéis aromaticos com
um ou mais grupos hidroxilo. Eles incluem um grande nimero de subclasses, tais
como flavondides, acidos fendlicos, incluindo &acidos hidroxibenzéico e acidos
hidroxicinamicos, estilbenos, lignanas, taninos e polifendis oxidados, exibindo uma
grande diversidade de estruturas (Palacios et al. 2011). A composi¢éo fendlica dos
cogumelos parece ser caracterizada pela presenca de acidos fendlicos, sendo o acido
p-hidroxibenzoico o composto principal na maioria das espécies ja estudadas (Suillus
bellini, Tricholomopsis rutilans, Hygrophorus agathosmus, Amanita rubescens, Russula
cyanoxantha, Boletus edulis, Tricholoma equestre, Suillus luteus, Suillus granulatus)
(Barros et al. 2009; Vaz et al. 2011a).

Os polissacaridos, incluindo complexos proteina-polissacaridos, sdo dos principais

constituintes bioativos de cogumelos comestiveis e medicinais sendo-lhe atribuidas
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uma seérie de potentes atividades biolégicas e farmacoldgicas incluindo antitumoral,
imunomoduladores, atividades anti-inflamatéria, cardiovascular, hipocolesterolémica,
antiviral, antibacteriana, antiparasitaria, antifingica, antidiabética, e efeito
hepatoprotetor (Guillamon et al. 2010; Vinogradova & Wasser 2005). Durante as
Ultimas décadas, varias fracdes de polissacaridos tém sido isoladas a partir dos corpos
de frutificacdo de cogumelos ou na sua forma de micélios (Cheung et al. 2012).

As principais classes de compostos ativos sdo: proteinas, polissacarideos (B-D-
glucanos associados ou hdo a cadeias de xilose, manose, galactose ou acido urénico),
lipopolissacaridos, e glucoproteinas (complexos B-D-glucanos-proteinas).

Os tipos de monossacéaridos presentes em polissacaridos com atividade antitumoral
séo glucose, galactose, manose, xilose, arabinose, fucose, ribose e acido glucurénico.
Para além dos conhecidos B-(1,3)-glucanos existe uma ampla gama de outros
glucanos biologicamente ativos com diferentes estruturas. Estes glucanos tem
estruturas lineares ou ramificadas, compostas de unidades de glucose ligadas em
posicdo a ou B, e alguns deles contém cadeias laterais, ligadas em diferentes
posicbes. As cadeias laterais de heteroglucanos contém acido glucuronico, xilose,
galactose, manose, arabinose ou ribose e podem ter diferentes combinacgées.

Um outro grande grupo de polissacaridos bioativos sdo os glicanos que contém outras
unidades além da glucose na sua cadeia principal. Eles sdo classificados como
galactanos, fucanos, xilanos e mananos de acordo com o componente glucidico
presente na cadeia principal. As cadeias laterais dos heteroglicanos podem conter
arabinose, manose, fucose, galactose, xilose, acido glucurdnico e glucose como
componentes principais, ou em diversas combinacdes (Wasser 2002; Zhang et al.
2007).

Os B-(1,3)-glucanos e os a-(1,4)-glucanos apresentam uma conformacéo helicoidal e
flexivel; os a e B-(1,2)-glucanos possuem uma conformacao rigida e pregueada e os a

e B-(1,6)-glucanos podem apresentar varias conformagfes possiveis, pela razdo da
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conexdo (1,6) ser constituida por trés ligacdes em vez de apenas duas, tornando-a
mais flexivel e com maior liberdade de rotacdo do que os outros tipos de conexdes
(Zhang et al. 2007).

A atividade dos polissacéridos é determinada pela sua conformacgdo, composi¢ao
quimica, propriedades fisicas e tamanho. A parede celular das espécies flngicas é
principal fonte de polissacaridos com atividade antitumoral (Wasser 2002).

Tém sido investigados uma ampla gama de polissacaridos de Basidiomycetes
superiores, com atividades antitumorais ou imunoestimuladores com diferentes
estruturas quimicas. Os glucanos ativos, com forte atividade antitumoral, que séo
encontrados em Basidiomycetes contém tanto configura¢cdes a como 3, estendendo-se
desde homopolimeros a heteropolimeros altamente complexos (Kozarski et al. 2011,
Zhang et al. 2007).

Os polissacaridos de cogumelo com maior bioatividade sao (-(1,3)(1,6)-glucanos
(Figura 1.9), e alguns heteroglicanos. Caracteristicas estruturais dos glucanos, tais
como conexdes B-(1,3) na cadeia principal e pontos de ramificagdo adicionais com
conexdes [-(1,6), assim como a presenca de conformacdo helicoidal, foram
encontradas em polissacaridos com atividade antitumoral isolados de cogumelos,
parecendo ser necessarias para a agdo antitumoral. Os B-glucanos que contém
principalmente conexdes (1,6) possuem menor atividade antitumoral (Wasser 2002;
Zhang et al. 2007).

Em algumas espécies de cogumelos, os polissacaridos produzidos encontram-se
ligados a proteinas ou péptidos formando complexos proteina-polissacérido ou
péptido-polissacarido, os quais apresentam maior atividade antitumoral (Cui & Chisti

2003).
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Figura 1.9. Representacdo exemplificativa das conexdes 3-(1,3) e (1,6) de D-glucanos (Adaptada de
8).
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Um dos mais conhecidos e referenciados polissacaridos é o lentinan, um glucano
obtido de L. edodes, composto por uma cadeia principal com residuos de B-(1,3)-D-
glucose e grupos laterais B-(1,6)-D-glucose e um peso molecular de 500 kDa. Um
polissacarido semelhante, o schizophyllan (ou sizofiran), € produzido pelo cogumelo
Schizophyllum commune, apresenta massa molecular entre 100-200 kDa e adquire
uma conformacgéo em tripla hélice (Hearst et al. 2009; Rao et al. 2009).

Os cogumelos P. ostreatus, G. frondosa, Ganoderma lucidum e C. versicolor
sintetizam B-glucanos bioativos, nomeadamente pleuran (um insolavel $-(1,3) (1,6)-
glucano), grifolan e ganoderan (B-(1,3)-D-glucanos com ligagbes glucosidicas B-(1,6)
a cada terceiro ou sexto residuo glucopiranozil, respetivamente) e krestin (um
proteoglucano com cadeia constituida por 3-(1,3)-D-glucano), respetivamente (Cui &
Chisti 2003; Giavasis 2014; Jesenak et al. 2013; Mao et al. 2007; Shi et al. 2008).

O pullulan obtido de Pullularia pullulans é um homopolissacéarido soltvel, que consiste
em unidades de malto-trioses com liga¢cbes alternadas a-(1,4) e a-(1,6), e com uma
massa molecular entre 360 — 480 kDa (Giavasis 2014).

Os cogumelos A. blazei, sdo uma fonte de varios polissacaridos com atividade
antitumoral, incluindo B-(1,6)(1,3) glucanos, B-(1,6),a-(1,3) glucanos, e B-(1,6),a-(1,4)
glucanos. Em contraste com a maioria dos glucanos produzidos em cogumelos, estes

glucanos tem uma cadeia principal com B-(1,6) glucopiranosidos. Estes cogumelos
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produzem ainda proteoglucanos solUveis, com cadeias principais de a-(1,4)-glucanos
e ramificagdes B-(1,6) glucopiranosidicas, com 380 kDa, e heteroglucanos que
contém residuos de glucose, galactose e manose. Em cultura pode ainda sintetizar
proteoglucanos extracelulares com residuos de manose, galactose, glucose ou ribose
e peso molecular entre 1000-10000 kDa (Giavasis 2014; Ishii et al. 2011).

Existem um nUmero significativo de polissacaridos que foram comercializados gracas
as suas propriedades biolégicas. Destacam-se alguns tipos de polissacaridos
extraidos de cogumelos que tém sido utilizados no tratamento de alguns tipos de
tumores, com a caracteristica comum de apresentarem conformacgéo helicoidal tripla
em solucdo. Entre eles encontram-se [B-glucanos como por exemplo os
polissacaropétidos PSP e PSK ou Krestin® extraidos de micélio de C. versicolor, o
Lentinan® um polissacérido antitumoral solGvel em agua extraido a partir de corpos de
frutificac@o de L. edodes, Imunoglukan® constituido por o B-glucano pleuran obtido de
P. ostreatus e o Schizophyllan® ou SPG extraido de S. commune (Cui & Chisti 2003;
Giavasis 2014; Jesenak et al. 2013; Vinogradova & Wasser 2005).

O B-(1,3)-D-glucano, isolado de Auricularia auricula, solivel em agua, tem estrutura
linear e apesar de apresentar em solugcdo uma cadeia em hélice simples, possui
também atividade antitumoral bastante forte (Zhang et al. 2007).

Todos estes compostos apresentam elevado peso molecular e ndo podem ser
sintetizados, pelo que a sua extracdo do fungo em questdo torna-os extremamente
caros (Smith et al. 2002; Wasser 2011).

Estes metabolitos produzidos apresentam menor toxicidade e menos efeitos colaterais
gue muitos farmacos de sintese quimica, representando desta forma, os cogumelos

comestiveis um valioso recurso potencial para a producao de compostos naturais.
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1.6 Atividades biologicas

1.6.1 Propriedades antioxidantes

Os cogumelos comestiveis para além de conterem grandes quantidades de proteinas,
hidratos de carbono e fibras alimentares, sdo também fonte de muitos componentes
antioxidantes, como carotendides, flavondides, compostos fendlicos, polissacéridos e
enzimas antioxidantes (Cheng et al. 2012).

As espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species), como o peréxido de
hidrogénio (H,0.), o radical superéxido e o radical hidroxilo ttm um papel importante
nas reac¢des bioquimicas/fisiolégicas do corpo humano uma vez que sdo produtos
normais do metabolismo e da respiracdo celular e, em baixas concentragbes, sao
necessarios para algumas funcgfes celulares. Os antioxidantes desempenham uma
fung&o importante no sistema de defesa do corpo contra uma producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio durante o0s processos patofisioloégicos, fatores
enddgenos, ou devido a fatores ambientais adversos, fatores exégenos, tais como,
stress ambiental como a poluicdo, a seca, temperatura, excesso de intensidade de luz
e limitacdo nutricional. Se ndo existirem antioxidantes naturais disponiveis in vivo,
podem ocorrer danos profundos nos tecidos e no DNA (Vaz et al. 2011b), ou doengas,
tais como doencas cardiovasculares (aterosclerose), doencas neurodegenerativas
(Alzheimer e Parkinson), doencas autoimunes (lUpus e artrite reumatoide),
carcinogénese, cataratas e um envelhecimento acelerado (Duarte-Almeida et al. 2006;
Noipa et al. 2011; Silva et al. 2006).

Os antioxidantes séo substancias que retardam a velocidade da oxidacao, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de
metais. Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos,

devem ser seguros para a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes
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sao hidroxianisol de butilo (BHA) e o hidroxitolueno de butilo (BHT) e entre os naturais
destacam-se acido ascorbico, vitamina E e 3-caroteno (Duarte-Almeida et al. 2006).
Existem dois mecanismos principais de defesa antioxidante: a defesa antioxidante
devida a acao de enzimas tais como superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
glutationo peroxidase (GPx) (Figura 1.10),e a defesa antioxidante devida a
componentes nao-enzimaticos, tais como, polifendis, acido ascérbico, carotenoides e
outros compostos naturais (Yoo et al. 2008).

A SOD pertence a um grupo de quatro tipos de enzimas, nos quais o metal acoplado a
cada um deles é especifico, podendo ser Cu, Zn, Fe e Mn. Estes enzimas catalisam a
dismutagéo de superoxido (O,) em peroxido de hidrogénio (H,O,) e sdo encontrados
nos lisossomas, peroxissomas, nucleo, espaco intermembranar da mitocéndria. S&o
observados em maior concentragdo nos eritrocitos, musculo-esquelético, coracéo,
cérebro, células pulmonares e vasos sanguineos.

A CAT é uma hemoproteina com NADH na sua estrutura, e catalisa a degradacao de
peréxido de hidrogénio (H,O,) em oxigénio molecular e 4gua. Este enzima é efetivo
em situagbes de stress oxidativo, com altas concentragbes de H,O,. Localiza-se
principalmente nos peroxissomas e possui alta atividade no figado, nos eritrocitos, rins
e tecido adiposo.

A GPx catalisa a decomposicdo de H,O, e de alguns hidroperéxidos organicos
convertendo o glutationo reduzida (GSH) a glutationo oxidado (GSSG), e controla

melhor pequenos aumentos de H,0,.
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Figura 1.10. Esquema exemplificativo da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
mecanismos antioxidantes nos sistemas bioldgicos (Adaptada de Grob et al. 2013).

O mecanismo de defesa antioxidante devida & acdo de enzimas ocorre aquando a
formacdo de radicais livres superéxido (O,-) durante o funcionamento normal das
células, devido & acdo de enzimas oxidativas no reticulo endoplasmatico (RE),
mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomas e citosol. Estes radicais sao
convertidos em H,O, por dismutacdo por acdo do enzima SOD e, posteriormente, em
OH' pela reacéio de Fenton, reacdo de reducédo do Fe**em Fe*. O H,0O, também é
derivado diretamente de oxidases nos peroxissomas. O enzima CAT também
neutraliza a agdo do H,O,, degradando-o em agua e oxigenio molecular (Figura 1.10)

(Grob et al. 2013).
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Os antioxidantes naturais estdo a ser extensivamente estudados quanto a sua
capacidade para proteger os organismos e células de danos provocados por stress
oxidativo, sendo este Ultimo considerado uma causa de doencas degenerativas e
envelhecimento precoce (Elmastas et al. 2007).

Nos dltimos anos, a suspeita de toxicidade de alguns compostos sintéticos utilizados
em alimentos tem despertado interesse. Algumas industrias, como as relacionadas
com a producdo de aditivos alimentares, cosméticos e produtos farmacéuticos, tém
aumentado os seus esforcos na preparacdo de compostos bioativos de produtos
naturais por extracdo e purificacdo (Cheung et al. 2012).

Surge assim a necessidade de identificar fontes alternativas naturais e seguras de
alimentos antioxidantes, e a busca de antioxidantes naturais, especialmente de origem
vegetal, aumentou notavelmente nos ultimos anos (Barros et al. 2007c). Véarios
alimentos de origem vegetal, como frutas, legumes, ervas, cereais, rebentos e
sementes tém sido investigados quanto a atividade antioxidante durante a ultima
década (Elmastas et al. 2007). Estes sao ricas fontes de antioxidantes, como vitamina
A, vitamina C, vitamina E, carotendides, flavonéides e outros compostos fendlicos, que
impedem danos dos radicais livres, reduzindo o risco de doencgas cronicas (Barros et
al. 2007a; Vaz et al. 2011b).

Os cogumelos tém-se tornado um alimento muito procurado devido a sua composicéo
quimica e propriedades nutracéuticas. Alguns dos seus constituintes tém sido utilizados
no tratamento de varias patologias, incluindo tratamentos antitumorais e imunomodulacéo,
protecdo do figado, tratamento de diabetes mellitus e cicatrizagcdo de feridas (Cheng et al.

2012).
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1.6.2 Efeito hepatoprotetor

Recentemente, diversos produtos naturais, nomeadamente provenientes de
cogumelos, estdo a ser alvo de grande interesse pelo seu potencial na prevencgéo e/ou
tratamento de doencas hepaticas (Saleem et al. 2010; Shi et al. 2008; Wong et al.
2012).

O figado é um dos o6rgdos que funciona como o principal centro metabdlico do
organismo. E responsavel pelo controlo da secrecdo da bilis para a digestdo e
intervém no metabolismo de varios nutrientes incluindo glucidos, proteinas e lipidos,
bem como na sua distribuicdo e excrecdo dos metabolitos residuais. Adicionalmente
apresenta funcfes de desintoxicacao e eliminacao de drogas e outros xenobiodticos do
organismo, proporcionando prote¢cdo contra substancias estranhas (Nitha et al. 2011,
Saleem et al. 2010; Wong et al. 2012).

As doencas hepaticas sdo um grave problema de salde em todo o mundo. A leséo
hepatica cronica tem consequéncias sérias, sendo a doencga cronica comum a fibrose
hepatica, que pode levar a estagios finais de cirrose e tumor hepatico (Saleem et al.
2010; Wong et al. 2012). O consumo excessivo de alcool e infe¢des virais sdo 0s
fatores de risco mais comuns para doencas do figado em paises desenvolvidos,
enquanto que nos paises em desenvolvimento a poluicdo ambiental e infe¢cbes
parasitarias sdo também fatores importantes na causa de danos hepdaticos (Wong et
al. 2012; Wu & Cederbaum 2009). O dano celular hepatico pode também ser causado
por certos agentes quimioterapéuticos, o tetracloreto de carbono, a tioacetamida, entre
outros. O aumento da peroxidacao lipidica durante o metabolismo do etanol pode
resultar no desenvolvimento cirrose hepatica (Saleem et al. 2010).

Na toxicidade induzida pelo etanol, os radicais livres desempenham um papel
importante nas lesbes celulares. A exposi¢cdo aguda ou crénica ao etanol aumenta a
producdo de ROS, reduz os niveis de antioxidantes celulares e aumenta o stress

oxidativo em diversos tecidos, principalmente no figado. Esta induz uma acumulacdo
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de cisteina, provavelmente devido a inducdo da gama-glutamiltransferase (GGT)
(Fernandez-Checa et al. 1997; Wu & Cederbaum 2009). O acetaldeido produzido no
citoplasma do hepatécito pela oxidacdo do etanol é capaz de inibir a reparacdo das
nucleoproteinas alquiladas, diminuir a atividade catalitica de varios enzimas, e
provocar danos mitocondriais. O acetaldeido também promove a morte celular por
deplecdo da concentracdo de glutationo reduzido através da peroxidacdo lipidica e
potenciacao dos efeitos toxicos dos radicais livres (Ha et al. 2010).

Na Figura 1.11 estdo representadas as principais vias metabdlicas dos compostos de
azoto na célula hepatica.

A presenca de danos hepatocelulares no organismo pode ser detetada por alteragéo
de alguns parametros enzimaticos (Figuras 1.12), nomeadamente no aumento da
concentracdo sérica dos enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (ASP), fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamiltransferase (GGT).
Estes enzimas séo libertados no sangue em grandes quantidades quando ocorrem
danos na membrana do hepatécito resultando no aumento da permeabilidade, pelo
gue tém grande significado no diagnéstico das doencas hepéticas, apesar de nao
serem especificos destas patologias (McPherson & Pincus 2011).

O enzima aspartato aminotransferase (EC 2.6.1.1), também conhecido como aspartato
transaminase ou transaminase glutamico-oxaloacética € um enzima citoplasmatico e
mitocondrial encontrado principalmente no tecido hepatico dos mamiferos. Quando
este 6rgdo sofre danos celulares ha um aumento da concentragdo deste enzima na
circulacdo sanguinea, pelo que a quantificacdo dos niveis de aspartato
aminotransferase no soro sanguineo constitui um método de diagnéstico importante
em diferentes tipos de doencas. As reacdes enzimaticas que envolvem a transferéncia
intramolecular de grupos amina s&o muito importantes em diversos processos

metabdlicos, por exemplo a aspartato aminotransferase controla o fluxo de acido L-
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aspartico no metabolismo dos acidos nucleicos desempenhando um papel

fundamental no crescimento celular (Burtis et al. 2008; McPherson & Pincus 2011).
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Figura 1.11. Principais vias metabdlicas da utilizagdo dos compostos de azoto na célula hepatica
(Adaptada de Smith et al. 2007).
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O enzima alanina aminotransferase (EC 2.6.1.2), também conhecido como alanina
transaminase ou transaminase glutamico pirdvica, a semelhanca da aspartato
aminotransferase é um enzima especifico do figado, pertencente a familia das
transaminases e catalisa reacfes de transaminagcdo em diversos processos
metabdlicos (McPherson & Pincus 2011; Smith et al. 2007).

A fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) é um enzima da familia das hidrolases, mais
especificamente uma fosfohidrolase, isto é, é capaz de remover grupos fosfato de um
grande namero de moléculas diferentes, incluindo nucleétidos, proteinas e alcalbides.
Como o proprio nome sugere a fosfatase alcalina apresenta atividade 6tima, in vitro, a
pH alcalino e esta envolvida em diversos processos bioquimicos fundamentais tais
como na sinalizacdo celular (regula a fosforilacdo/desfosforilacdo), modula sistemas
de transporte em diversos tecidos, é indispensavel a mineralizagdo 6ssea, favorece o
desenvolvimento gastrointestinal, reduz a atividade secretora biliar, para além de
participar em atividades reguladoras do funcionamento de diversos orgdos. No
Homem, a fosfatase alcalina € uma glicoproteina tetramérica codificada por 4 genes
diferentes, que codificam quatro isoenzimas. Um destes isoenzimas, a fosfatase
alcalina tecidual ndo especifica (TNS-ALP), sofre uma modificacdo conformacional
diferente de acordo com o tecido em que é sintetizada, ou seja diferentes padrdes de
glicosilacdo dao origem a diferentes isoformas, das quais as mais abundantes sdo a
G6ssea, a renal e a hepética. No figado, a TNS-ALP localiza-se sobretudo na
membrana plasmatica dos hepatdcitos pelo que a sua determinacdo no soro
sanguineo é muito utilizada no diagndstico de patologias hepatobiliares (Burtis et al.
2008; McPherson & Pincus 2011).

A gama-glutamiltransferase ou gama-glutamil transpetidase (EC 2.3.2.2) pertence a
um grupo de enzimas que catalisam a transferéncia de aminoacidos de um péptido
para um recetor molecular. Especificamente este enzima catalisa a reacdo de

transferéncia de grupos funcionais gama-glutamil para outro aminoécido ou péptido.
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Podemos encontrar concentracdes elevadas de GGT na membrana celular de muitos
tecidos, tais como o renal, prostatico, pancreatico e hepatico, constituindo um
biomarcador importante na detecdo de doencas do foro hepatobiliar e do
consumo/abuso de xenobidticos, por exemplo o etanol. Vérios efeitos fisiol6gicos
estdo associados a acao deste enzima, tais como no transporte de aminoacidos e no
metabolismo do glutationo. De facto evidéncias experimentais sugerem que a GGT
desempenha um papel importante no catabolismo extracelular do glutationo, o
principal tiol antioxidante nos humanos. Para além disso a GGT aumenta a
disponibilidade intracelular de cisteina de modo a promover a manutencao da
homeostase celular e 0 combate ao stress oxidativo (McPherson & Pincus 2011).
Existe, uma necessidade urgente de criar alternativas nas terapéuticas de patologia
hepatica e muitos produtos naturais, nomeadamente provenientes de cogumelos,
estdo a ser alvo de investigacdo para este fim (Saleem et al. 2010; Shi et al. 2008;
Wong et al. 2012)

Num ensaio realizado em pacientes com hepatite B cronica, a administracdo de 600
mg de Ganopoly® (extrato polissacéarido de G. Lucidum) trés vezes por dia, durante 12
semanas, revelou que 33% dos pacientes atingiram os valores normais de
aminotransferases e 13% do antigénio de superficie do virus deixou de ser detetavel
no soro (Lindequist et al. 2005). Em 2008, Shi e colaboradores, realizaram um estudo
de avaliagdo dos efeitos hepatoprotetores dos péptidos do G. lucidum contra danos
hepaticos provocados por D-galactosamina (D-Gal) em murganhos. A administracao
de D-Gal levou a um aumento significativo da AST e ALT no soro, no grupo sem
administracéo de extrato de G. lucidum, enquanto o grupo ao qual foi administrado o
extrato ndo sofreu os danos hepéticos previstos. (Shi et al. 2008).

Mais recentemente, num estudo, em que se utilizaram polissacaridos obtidos de
culturas de P. ostreatus, para a avaliacdo de efeito protetor na prevencdo de

hepatotoxicidade induzida pelo tetracloreto de carbono (CCl,), observou-se que a
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administracdo oral dos compostos durante 15 dias em ratos conduziu a uma
diminuicao significativa da atividade dos enzimas séricos AST e ALT, da peroxidagéo
lipidica, e consequente inibicdo da deplecdo da concentracdo de glutationo reduzido
(Nada et al. 2010).

Um outro estudo, também com a finalidade de investigar as atividades
hepatopreventivas e terapéuticas de polissacaropéptidos (PSP) de culturas de P.
ostreatus, foram efetuados ensaios de pré-tratamento (prevengéo) e pos-tratamento
(terapéutica) com PSP na intoxicacdo com tioacetamida, em murganhos Swiss. Os
resultados mostraram que o0s compostos PSP induziram uma normalizacdo nas
fungBes hepatocitarias, com reajuste dos niveis de bilirrubina, e atividades ALT, AST e
ALP, com melhores resultados nos ensaios de utilizacdo de compostos PSP como
terapéutica (Refaie et al. 2010).

Também os complexos proteina-polissacarido obtidos a partir de culturas de P.
ostreatus apresentam efeito protetor na prevencdo de hepatotoxicidade induzida por
uma dose aguda de etanol, mantendo estaveis os valores das atividades AST. ALT.

ALP e GGT (Salvador et al. 2012).

1.6.3 Atividade antitumoral

A procura de substancias ou métodos que potenciem o sistema imunolégico humano
de forma a induzir uma resisténcia sem causar efeitos colaterais tem sido uma das
buscas da ciéncia na cura contra doencas tumorais.

Os cogumelos tém sido bastante valorizados como fontes comestiveis e medicinais e
0S seus compostos antitumorais tém sido identificados em imensas espécies (Zhang et
al. 2007). Alguns estudos sobre o desenvolvimento de agentes antitumorais tém sido
levados a cabo utilizando polissacarideos extraidos de cogumelos. Um dos primeiros
estudos sobre a aplicacdo médica dos cogumelos data de 1959 quando um possivel

agente antitumoral descrito como calvacina foi isolado do cogumelo Calvatia gigantea.




Cogumelos silvestres e seus metabolitos: propriedades bioldgicas

Além deste, em estudos realizados no Japdo revelaram que o L. edodes possuia
também uma forte atividade antitumoral, pela presenca de um complexo glucano-
proteico o lentinan (Cui & Chisti 2003; Giavasis 2014). Muitos outros polissacaridos
isolados de diferentes fungos tém demonstrado atividade antitumoral, tais como o PSK
e o0 PSP de C. versicolor, o schizophyllan de S. commune e o ganoderan de G.
lucidum e tém sido intensamente investigados. Estes polissacaridos tém demonstrado
efeitos inibitérios em muitos tipos de tumores, incluindo, Sarcoma 180, carcinoma de
Ehrlich, Sarcoma 37 e carcinomas dos pulmdes (Wasser 2002).

Devido a sua atividade antitumoral os polissacaridos isolados de fungos com
propriedades medicinais tornaram-se muito atrativos, uma vez que apresentam uma
baixa toxicidade para as células normais e uma aparente auséncia de danos colaterais
nos pacientes. Para além disso, estes polissacaridos tém reduzido em cerca de 50% o
tamanho dos tumores e tém prolongado o tempo de sobrevivéncia dos pacientes,
estando atualmente a ser utilizados como adjuvantes da terapia em alguns paises
(Cao & Lin 2004; Wasser 2002).

Os polissacarideos cuja atividade € especialmente benéfica quando usados em
conjunto com a quimioterapia previnem a oncogénese, demonstram atividade
antitumoral e prevencdo da metastizagdo. Estes atuam por ativagdo de macrofagos
citotdxicos, mondcitos, neutrofilos, células natural killer (NK), células dendriticas e
mediadores quimicos, as citoquinas, levando a respostas agudas e complementares.
Resumindo, atuam como indutores de citoquinas quer ao nivel da expressado genética
destas quer ao nivel dos recetores, tendo por isso acao tanto ao nivel das defesas
inatas como das adquiridas (Smith et al. 2002; Wasser 2002, 2011). Em algumas
espécies estes compostos apresentam um efeito citotoxico em células cancerigenas.
A capacidade destes compostos alterarem a resposta do sistema imunitario pode
depender de diversos fatores como a dose, a via de administracdo e a frequéncia de

administracéo.
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Muitos investigadores tém sugerido que os polissacaridos extraidos de cogumelos
produzem os seus efeitos antitumorais por ativacdo de diversas respostas
imunolégicas no hospedeiro, estimulando os seus mecanismos de defesa. Este facto
foi verificado experimentalmente uma vez que o efeito antitumoral do lentinan e de
outros polissacéaridos é inibido quando € utilizado um pré-tratamento com agentes
antimacréfago ou quando se utilizam ratos timoctomizados (que ndo possuem um
sistema imune timo-dependente) e diminui substancialmente por administracdo de um
soro antilinfécito. Assim, pensa-se que o efeito dos polissacaridos é devido a
potenciacdo de células T, de macréfagos e de células NK, depois de um
reconhecimento especifico das células tumorais, ja que os macrofagos e os linfcitos
podem libertar citocinas tais como o TNF-a, o interferdo y (IFN-y) e a IL-1 provocando
um efeito antiproliferativo nas células tumorais e induzindo a sua apoptose (Cao & Lin
2004; Lindequist et al. 2005).

Existem ainda algumas citocinas, como IFN-y, IL-12 e IP-10 (interferao indutivel 10),
que podem inibir a angiogénese in vivo e in vitro. Esta capacidade é importante porque
0 crescimento tumoral e as metastases sdo angiogénico-dependentes. Para estimular
a angiogénese, os tumores sub-regulam a producao de variados fatores angiogénicos,
incluindo os fatores de crescimento fibroblasticos (a-FGF e B-FGF) e o fator de
crescimento celular endotelial vascular/ fator de permeabilidade vascular. Desta forma,
a antiangiogénese pode representar um importante mecanismo subjacente a atividade
antitumoral (Cao & Lin 2004; Wasser 2002).

Sumariamente, a atividade antitumoral de polissacéridos extraidos de cogumelos é
devida & potenciagdo da resposta imunoldgica e envolve a ativagdo de linfocitos. O
mecanismo de acdo dos B-D-glucanos como modificadores da resposta biolégica

proposto (Wasser 2002) esta representado na Figura 1.13.
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Figura 1.13. Mecanismo possivel de acdo dos B-D-glucanos como modificadores da resposta
biolégica (Adaptada de Wasser 2002).

Uma das vias pela qual os B-D-glucanos podem induzir a resposta imunologica é
ligando-se a membrana das células efetoras (células fagocitarias e células NK) através
do recetor do complemento C3, estimulando a fagocitose e/ou a desgranulacdo
citotodxica. Isto deve-se ao facto de o complemento C3 ser clivado nos complementos
C3a e C3b. O complemento C3a é uma anafilatoxina que pode ativar basofilos e
mastécitos induzindo a sua desgranulacdo, aumentando a permeabilidade vascular e
agindo como mediador do processo inflamatério local, podendo levar a anafiloxia. O

complemento C3b é uma opsonina e como tal promove a fagocitose por agédo de
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macrofagos que sdo ativados. Os macrofagos podem também ser ativados devido a
acao de anticorpos, ocorrendo citotoxicidade mediada por macrofagos, dependente de
anticorpos (ADMC) (Wasser 2002).

Os polissacaridos, nomeadamente os (-D-glucanos podem ainda estimular
diretamente as células NK, que destruirdo a célula cancerigena. Por outro lado, os [3-
D-glucanos estimulam os macréfagos a produzir IL-1 que por sua vez vai estimular os
linfocitos T-helper a aumentar o seu metabolismo interno e a produzir citocinas
(interleucinas e interferdes) (Zhang et al. 2007).

Os linfdcitos T-helper em grande namero irdo produzir, entre outros, o IFN-y que ira
promover a fagocitose das células cancerigenas, tornando os macrofagos citotoxicos
para o tumor, uma vez que o IFN-y & um Fator Ativador de Macréfagos (MAF). Ir4,
também, estimular o crescimento e a proliferacdo das células B, ativar os linfécitos T
citotoxicos e inibir as células T supressoras, levando a um aumento da taxa de células
T e de células T citotoxicas (CTL) ativas. As células T-helper produzem ainda IL-2, que
também ativa macréfagos e células NK, nomeadamente células LAK, células NK com
um potencial citotdxico pouco ativo ou inerte, que sdo induzidas a transformar-se em
células citotéxicas pela IL-2. A interleucina-2 pode igualmente induzir a proliferacao de
células B e a producdo de anticorpos e ativar o precursor da célula T citotoxica,
levando ao aumento do numero de células T citotoxicas ativas (Wasser 2002).

As células T citotéxicas por sua vez produzem perforinas e granzimas que tém a
capacidade de induzir a lise da célula tumoral. As células B irdo provocar uma
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC), um mecanismo
de imunidade celular que € parte da resposta imune adaptativa, devido a sua
dependéncia de uma resposta de anticorpos inicial, pelo qual uma célula efetora do
sistema imunitério provoca a lise de uma célula-alvo que se encontra ligada a
anticorpos especificos. E um dos mecanismos através dos quais 0s anticorpos, como

parte da resposta imune humoral, podem agir para limitar e conter a infe¢gdo. O
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mecanismo classico é mediado por células NK, podendo também ser mediado por
monacitos e eosindfilos. A ADCC mediada por células NK requer o reconhecimento
dos anticorpos ligados a superficie da célula-alvo por um recetor da célula NK, levando
a libertacao de citocinas como IFN-y e de granulos citotéxicos contendo perforinas e
granzimas que entram na célula-alvo e promovem a morte celular, desencadeando a
apoptose. Este mecanismo é semelhante ao desencadeado pelas células T citotoxicas
que também induzem a morte celular por meio de perforinas e granzimas, no entanto
sdo mecanismos independentes (Cao & Lin 2004; Wasser 2002).

Estudos ja realizados demonstraram que os polissacarido-péptidos de G. lucidum
inibiram o crescimento de Sarcoma 180 em murganhos. O tratamento de murganhos
saudaveis e murganhos com Sarcoma-180 com o polissacarido mostrou que houve
um aumento, em ambos 0s casos, das citocinas TNF-a e IFN-y (e respetivos niveis de
MRNA e proteina). Além disso, aumentou significativamente a citotoxicidade dos
linfocitos T e a atividade das células NK. No mesmo estudo observou-se ainda
citotoxicidade em células tumorais humanas, com efeito apoptético marcado, em
concentragbes de polissacarido superior a 10 mg mL™. Verificou-se que estes
complexos tém atividade antitumoral e antiangiogénica e que a sua antiangiogénese
podera ser mais um mecanismo subjacente aos seus efeitos antitumorais (Wasser
2002; Zhang et al. 2007). Resumindo, estes polissacarido-péptidos estimulam as
fungBes imunoldgicas do hospedeiro, aumentam a producgdo de citocinas tais como o
IFN-y e 0 IL-12 e estimulam a apoptose das células endoteliais (Wasser 2002).

Os polissacaridos de Antrodia camphorata, Basidiomycetes da familia Polyporaceae,
suprimiram o crescimento tumoral (do Sarcoma 180) em murganhos, quando
administrados pelas vias intraperitonial e oral. Para além disso, aumentaram a
proliferacdo de células do baco e a sua atividade citotoxica, com aumento significativo

dos niveis de IL-12 (Zhang et al. 2012a).
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Noutros estudos, em que se avaliaram os efeitos antitumorais de glicanos, o lentinan,
de L. edodes, aumenta a formacdo de linfécitos T nas células do bago e de
macrofagos, ambos para a producdo de citocinas, enquanto que o schizophylan, ativa
0s macréfagos, seguindo-se uma potenciacdo das células NK, por mediacdo de
citocinas. A fracdo de polissacaridos de A. blazei apresentou atividade
imunomoduladora quando injetada em murganhos e aumentou a concentracdo de
linfocitos, de células T, NK e citocinas. O mesmo acontece com o PSK, de C.
versicolor, que aumenta a ativacao de células NK (Wasser 2002).

O mecanismo de proposto pelo qual os polissacaridos exercem o seu efeito
antitumoral inclui: 1) prevencdo dos oncogenes por administracdo oral dos
polissacéaridos isolados dos cogumelos medicinais (atividade preventiva), devido a
atividade de imunopotenciacdo dos polissacaridos; 2) ativacdo e reforco da resposta
imunitaria contra os tumores (atividade de imuno-reforgo); 3) atividade antitumoral
direta por inducdo da apoptose das células tumorais (atividade de inibicao tumoral)

(Wasser 2002; Zhang et al. 2007).







Capitulo 2

Caracterizacao inorganica, isolamento e
analise molecular de estirpes de

A. ponderosa







Capitulo 2

2.1 Introducéao

A procura de cogumelos silvestres comestiveis para comercializagdo tem-se revelado
um negécio amplamente em expansao e de crescente importancia econémica em
muitas &reas rurais de alguns paises. Nos ultimos anos, o consumo de cogumelos
comestiveis vem aumentando e ganhando destaque em virtude das suas
potencialidades gastrondmicas, quer pelas suas propriedades organoléticas, (textura e
agradavel aroma) (Agrahar-Murugkar & Subbulakshmi 2005; De Pinho et al. 2008;
Guillamon et al. 2010; Zawirska-wojtasiak et al. 2009), quer pela sua composi¢do
quimica, conteado mineral e valor nutricional (Beluhan & Ranogajec 2011; Guillamén
et al. 2010; Ouzouni et al. 2007; Reis et al. 2012a; Vetter 2005).

Os cogumelos contém niveis elevados de proteinas, fibras dietéticas que auxiliam na
digestéo, baixos niveis de acucar e gorduras, contém as vitaminas E, B, C e D, assim
como elevado contetido em elementos minerais, macro ou oligoelementos essenciais,
como o calcio, fésforo, ferro, potassio, selénio, cadmio, entre outros. Estes elementos
minerais sdo0 na maioria elementos essenciais ao bom funcionamento do organismo,
embora alguns possam apresentar toxicidade quando ingeridos em doses elevadas
(Borovicka & Randa 2007; Borovicka et al. 2007; Chudzynski & Falandysz 2008;
Ouzouni et al. 2007; Vetter 2005). No entanto, devido a relacdo de simbiose que
muitos destes cogumelos estabelecem com as plantas nos habitats em que se
encontram, podem acumular concentracdes elevadas de alguns elementos, podendo
ser metais pesados ndo essenciais, homeadamente chumbo, cadmio e aluminio,
sendo por isso importante conhecer a sua composicédo (Kalac 2010; Vetter 2005). Por
esta razdo, as variagbes da composicdo mineral e organica dos cogumelos
comestiveis esta dependente da espécie e das caracteristicas dos ecossistemas em
que estes se encontram inseridos (Chudzynski & Falandysz 2008; Genccelep et al.
2009). Por outro lado, a semelhanca entre algumas espécies e o desconhecimento de

outras pode levar a problemas de intoxicacdes com a colheita de espécies silvestres,
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levando em alguns casos a morte, designadamente nos cogumelos do género
Amanita. Desta forma, pela existéncia de algumas espécies altamente toxicas e de
outras que podem acumular elevado conteddo de metais pesados, 0 seu consumo
acidental pode ser bastante perigoso para a saude humana, tornando-se de extrema
importancia a caracterizacao quimica e molecular de espécies de cogumelos silvestres
comestiveis para fins de certificacdo (Salvador et al. 2013c).

Por outro lado, devido a grande diversidade de espécies, torna-se essencial poder
caracterizar e diferenciar o maximo de espécies possiveis, de um modo rapido e fiavel,
pelo que, nos ultimos anos, tém sido descritas algumas técnicas moleculares para a
avaliacdo de perfis genéticos de alguns cogumelos (Caldeira et al. 2009; Moreno et al.
2008; Ro et al. 2007). O perfil genético e andlise de sequéncias polimérficas
constituem importantes ferramentas para uma caracterizacdo efetiva e rapida,
nomeadamente no processo de certificagdo de cogumelos silvestres. Varias
ferramentas moleculares tém sido introduzidas para classificacdo de espécies
fungicas, tais como a sequenciacdo de genes de rRNA e/ou flanqueamento das
regibes ITS (internal transcribed spacer) (Flérez et al. 2007), e as analises de
polimorfismo, RAPD (random amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment
length polymorphism) e RFLP (restriction fragment length polymorphism) (Kure et al.
2002). A literatura refere véarias abordagens moleculares baseadas em técnicas de
RAPD e andlise do ITS com vista a caracterizagdo e identificagdo de cogumelos
comestiveis (Firenzuoli et al. 2007; Gonzélez et al. 2002; Ro et al. 2007). Embora a
maioria dos estudos moleculares sejam atualmente efetuados pela andlise de
sequéncias de rDNA, a técnica de ITS-ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction
analysis of internal transcribed spacers) tem sido muitas vezes aplicada ao estudo das
relagBes fenotipicas em varios géneros de fungos (Alves et al. 2007; Gonzalez et al.
2002), embora pareca ndo resultar relativamente a discriminagdo de variagbes entre

estirpes da mesma espécie (Gonzalez et al. 2002).
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As técnicas de fingerprinting baseadas na amplificacdo do DNA por PCR (polymerase
chain reaction), tais como RAPD e AFLP, séo bastante informativas e econdmicas e
permitem avaliar a diversidade genética de uma ampla gama de organismos sem
requerer de qualquer conhecimento prévio dos genomas das espécies (Badfar-
Chaleshtori et al. 2012). Recentemente as andlises do perfil genético de estirpes
fangicas mostraram que técnicas de fingerprinting apresentam maior capacidade
discriminatéria do que os métodos baseados na sequenciacdo de genes do rRNA,
permitindo distinguir estirpes da mesma espécie (Ro et al. 2007). A técnica de RAPD é
uma das mais frequentemente aplicadas e suporta a detecdo de polimorfismo em
muitos loci no genoma total, sendo que as principais vantagens do RAPD incluem o
uso de pequenas quantidades de DNA e simplicidade de execucdo (Przyborowski &
Sulima 2010). Vérios estudos de analise RAPD referem esta técnica como sendo uma
ferramenta facil, rapida e confiavel para a caracterizagdo de cogumelos comestiveis
(Badfar-Chaleshtori et al. 2012; Ro et al. 2007). No entanto, esta técnica pode ser
pouco vantajosa, uma vez que, apresenta a necessidade de se estudar varios primers,
€ muito sensivel a variaveis experimentais devido as baixas condi¢cdes de
restringéncia e ao facto do primer se poder ligar a varios locais, pelo que, nem sempre
se observa reprodutibilidade nos resultados obtidos (Griffiths et al. 2000). A técnica
fingerprinting utilizando minissatélites especificos é baseado na amplificacdo do DNA
por PCR recorrendo a apenas um primer, como € 0 caso da sequéncia nucleotidica do
fago M13 (Kure et al. 2002). A sequéncia do fago M13 tem sido utilizada como primer
e como sonda de hibridacdo de forma a permitir a distingdo entre estirpes da mesma
espécie fungica (Alves et al. 2007; Caldeira et al. 2009; Kure et al. 2002). Desta forma,
neste estudo recorreu-se a técnica de M13-PCR (microsatellite-primed PCR), pois esta
apresenta a vantagem de uma elevada reprodutibilidade relativamente ao RAPD, que
resulta da elevada restringéncia a que decorre a reacdo de PCR porque o primer €

dirigido para sequéncias especificas.
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O género Amanita é um dos mais conhecidos e caracteristicos da Ordem Agaricales e
compreende cogumelos comestiveis e venenosos que estdo distribuidos por todo o
mundo, ocupando principalmente um habitat micorrizico e desempenham um papel
significativo nos ecossistemas florestais (Gonzalez et al. 2002; Moreno et al. 2008).
Este género inclui importantes espécies de cogumelos comestiveis, como é o caso da
espécie A. ponderosa (Caldeira et al. 2008; Caldeira et al. 2009; Martins et al. 2010;
Moreno et al. 2008; Salvador et al. 2013b; Salvador et al. 2013c). O sul de Portugal,
pelas suas caracteristicas mediterranicas e diversidade de flora é uma das regibes da
Europa com uma maior predominancia de cogumelos silvestres comestiveis da
espécie A. ponderosa. Gastronomicamente, esta espécie € muito relevante, devido
ndo s6 ao tradicional consumo nas populagdes rurais, como ao seu valor comercial
nos mercados gourmet. Existem poucos estudos acerca desta espécie, uma vez que
estes fungos micorrizicos apresentam elevadas dificuldades no seu processo de
isolamento, o que podera também ser influenciado pelo seu crescimento lento e pela
presenca de diferentes estirpes de fungos contaminantes que apresentam cinética de
crescimento mais elevada.

Assim, neste estudo, para além da caracterizacdo mineral das varias amostras
recolhidas em diferentes locais, efetuou-se uma caracterizagéo do perfil genético e das
estirpes fungicas que vivem em associacdo no seu habitat natural, isoladas durante a
obtencdo de culturas puras de A. ponderosa. Esta abordagem de M13-PCR pretende

permitir o desenvolvimento de metodologias metagenémicas que podem ser aplicadas

a processos de certificacéo.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Amostras

Os corpos de frutificacdo de A. ponderosa foram recolhidos durante a primavera
(fevereiro - abril) de 2010 em diferentes locais no sudoeste da Peninsula Ibérica,
nomeadamente nas regides do Alentejo (Portugal) e de Andaluzia e Extremadura
(Espanha). Estes cogumelos cresceram em solos &acidos em areas florestais de
montado de Quercus suber (Figura 2.1 (a)), Q. ilex ssp. ballota, Cistus ladanifer
(Figura 2.1 (b)) e C. laurifolius. Todas as amostras foram preparadas com cogumelos
da mesma fase de crescimento a data da colheita (Figura 2.1 (c)). Na (Tabela 2.1)
estdo descritos 0s 24 locais onde foi efetuada a colheita dos corpos de frutificacédo e

amostras de solo envolvente.

Figura 2.1. Local de colheita da amostra de A. ponderosa da area florestal de montado da regido de
Evora, com exibicdo da vegetacéo envolvente de Quercus suber (a), Cistus ladanifer (b) e amostra
de corpo de frutificacdo recolhido neste local (c).




Caracterizacdo inorganica, isolamento e analise molecular de estirpes de A. ponderosa

Tabela 2.1. Descricdo dos locais de colheita das amostras de A. ponderosa e solos.

Locais de colheita

Coordenadas

Concelho/

Regido/ Pais

geogréficas

Distrito

Almendres 38°33'57"N 8°02'40"0 Evora, Evora Alto Alentejo, Portugal
Azaruja 38°42’'10"N 7°45'58"0 Evora, Evora Alto Alentejo, Portugal
Baleiz&o 38°01°34”N 7°42'38"0 Beja, Beja Baixo Alentejo, Portugal
Beja 38°02’44”N 7°50°'56”0 Beja, Beja Baixo Alentejo, Portugal
Cabeca Gorda 37°55’19”N 7°48'47°0 Beja, Beja Baixo Alentejo, Portugal

Cabezas Rubias

37°43'50"N 7°05’11”0

Huelva, Huelva

Andaluzia, Espanha

Evora

38°35'01"N 7°51'46”0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Evoramonte

38°46'22"N 7°42'45°0

Estremoz, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Her® da Mitra

38°31'35"N 8°00'’51”0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Mértola

37°37°44’N 7°39'30"0

Mértola, Beja

Baixo Alentejo, Portugal

Mina S. Domingos

37°41°02"N 7°28'49°0

Mértola, Beja

Baixo Alentejo, Portugal

M' da Borralha

37°58'31"N 7°37°'22°0

Serpa, Beja

Baixo Alentejo, Portugal

M Novo

38°30'39"N 7°43'06"0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Montejuntos

38°32'24"N 7°19'49”0

Alandroal, Evora

Alto Alentejo, Portugal

N. S™ Guadalupe

38°33'47"N 8°01'23"0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

N. S" Machede

38°35'21"N 7°48’19”0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Rosal de la Frontera

37°57°21"N 7°13'12”0

Huelva, Huelva

Andaluzia, Espanha

S® Aleixo da Restauracéo

38°04’'01"N 7°09'46"0

Moura, Beja

Baixo Alentejo, Portugal

S. Miguel de Machede

38°37'34"N 7°42'33°0

Evora, Evora

Alto Alentejo, Portugal

Serpa 37°55'59"N 7°35'05"0 Serpa, Beja Baixo Alentejo, Portugal
V¢ Rocins 37°52°15"N 7°44’41"0 Salvada, Beja Baixo Alentejo, Portugal
Valverde 38°32'24"N 8°01°18°0 Evora, Evora Alto Alentejo, Portugal

V. N. S. Bento 37°56°27"N 7°23'51"0 Serpa, Beja Baixo Alentejo, Portugal
Villanueva del Fresno 38°22°49"N 7°11'35"0 Badajoz Extremadura, Espanha

Os corpos de frutificagcdo foram pesados, lavados e preparadas amostras
representativas de cada local que foram catalogadas, armazenadas em sacos
estéreis, e preservadas a 4°C e -20°C, para utilizacdo no processo de isolamento das
estirpes e posterior andlise. As amostras de corpos de frutificagdo foram depositadas
no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Quimica da Universidade de
Evora.

Para o estudo molecular, as amostras de A. ponderosa, recolhidas em: Azaruja, Beja,

Evora, Evoramonte, Guadalupe, Mértola, S° Aleixo da Restauracdo (Alentejo,
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Portugal) e Cabezas Rubias (Andaluzia, Espanha), foram comparadas com estirpes
fungicas isoladas que vivem em associa¢cdo com esta espécie de cogumelo no seu
habitat natural. As amostras de A. ponderosa foram também comparadas com quatro
espécies de Basidiomycetes cultivados, Coriolus versicolor, Lactarius deliciosus,
Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes, e o Ascomycete Terfezia arenaria (trufa), que
crescem no mesmo ambiente florestal.

As culturas puras de A. ponderosa isoladas dos corpos de frutificacdo foram
catalogados consoante o local de colheita, e juntamente com os restantes isolados
fungicos identificados, foram mantidas a 4°C, em meio PDA (Anexo A, Tabela A.3) e
depositadas no Laboratério de Biotecnhologia do Departamento de Quimica da

Universidade de Evora, sendo reinoculadas periodicamente.

2.2.2 Determinacdo da composicado mineral

A composicdo mineral foi determinada nas amostras de A. ponderosa recolhidas nos
24 locais diferentes descritos e nas respetivas amostras de solo, sendo necessario
recorrer a diferentes técnicas analiticas: como a espectrometria de absor¢cao molecular
UV-Vis, a espectrometria de absor¢do atomica de chama (FAAS - flame atomic
absorption spectrometry) e a fotometria de chama de emissédo (FEP — flame emission

photometry).

2.2.2.1 Tratamento das amostras de corpos de frutificacéo

A andlise da composicdo mineral foi efetuada pelo método de mineralizacdo seca
(Moreno-Rojas et al. 2004). As amostras de corpos de frutificacdo frescos (25 g) foram
sujeita a um processo de secagem, em estufa a 100°C, até peso constante (48 h)
(Figura 2.2 (a)). Apos arrefecimento as amostras secas foram homogeneizadas com o
auxilio de um almofariz e transferidas para cadinhos de porcelana, os quais foram

colocados numa mufla (Termolab) a 460°C durante 14 h (Figura 2.2 (b)), para




Caracterizacdo inorganica, isolamento e analise molecular de estirpes de A. ponderosa

carbonizacéo total das amostras (Figura 2.2 (c)). Procedeu-se ao branqueamento das
cinzas, apo6s o seu arrefecimento, adicionando-se &cido nitrico (HNO3) 2 M e
promovendo a secagem das amostras ha mufla a 460°C durante 1 h (Figura 2.2 (d)).
As cinzas branqueadas foram entdo recuperadas com acido nitrico 0,1 M e

armazenadas a 4°C até 4 sua quantificacao.

Figura 2.2. Amostras de corpos de frutificagdo de A. ponderosa apés secagem em estufa a 100°C
(a), carbonizacdo das amostras secas em mufla (b), cinzas obtidas ap6és a carbonizacdo das
amostras (c) e cinzas ap6s branqueamento com acido nitrico 2 M (d).

2.2.2.2 Tratamento das amostras de solo

As amostras de solo, recolhidas nos locais de colheita dos corpos de frutificagdo, apos
remocdo de pequenas pedras ou folhas secas, foram deixadas a secar a temperatura
ambiente 1-2 semanas (Figura 2.3 (a)) e, posteriormente, crivadas com o auxilio de
crivos de 2 mm de poro (Figura 2.3 (b)).

Para analise do contetdo mineral, as amostras de solo (5 g) foram tratadas com uma
solucdo extratante de &cido nitrico (HNO3z) a 25% (40 mL) (Figura 2.3 (c)), e colocadas
sob agitacdo durante 24 h a temperatura ambiente. Os extratos obtidos foram filtrados
com papel Whatman n°42 (Figura 2.3 (d)) e armazenados a 4°C até a sua

quantificacdo (Chudzynski & Falandysz 2008).
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Figura 2.3. Processo de tratamento das amostras de solo: secagem (@), crivagem (b), extracao (c) e
filtracdo do extrato final (d).

2.2.2.3 Determinacdo do contetdo mineral das amostras de corpos de

frutificacdo e solo

Para avaliacdo do conteddo mineral das amostras de cogumelos e de solo, procedeu-
se a quantificagdo dos minerais aluminio (Al), bario (Ba), célcio (Ca), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromio (Cr), Ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn),
prata (Ag) e zinco (Zn) por espectrometria de absor¢cdo atomica de chama (Perkin-
Elmer model 3100) com atomizacao em chama ar-acetileno, lampadas de catodo oco
de elemento Unico e corre¢cdo de background com lampada de deutério para o
elemento Mn. Os elementos potassio (K) e sddio (Na) foram quantificados por
fotometria de chama de emisséo (Jenway model PFP7 flame emission photometer). O
fésforo (P) foi quantificado pelo método colorimétrico do acido vanadomolibdo fosférico
(Standart Methods, (AOAC 1991)) utilizando um espectrofotometro UV-Vis (Hitachi, U-

3010 model) (Fernandes et al. 1997; Okumura et al. 2004).
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2.2.3 Isolamento, identificagdo e cultura de culturas puras

As culturas primarias foram efetuadas através das amostras de corpos de frutificacdo
jovens, pela remocdo de pequenos fragmentos da parte interior do chapéu dos
cogumelos (Figura 2.4 (a)). Os fragmentos de tecido (1-2 mm), recolhidos sob
condicbes assépticas, foram colocados em placas de Petri (diametro 5,5 cm),
contendo meio de Melin-Norkans modificado (MMN — modified Melin-Norkans medium)
(Anexo A, Tabela A.1) ou meio de Hagen modificado (Anexo A, tabela A.2) (Ragonezi
et al. 2013). As culturas foram incubadas no escuro a 25°C durante 40 dias. Durante
este periodo, as culturas foram seguidas, tendo-se observado o crescimento e o
aspeto morfoldgico das diferentes colbnias (Figura 2.4 (b)). Isolaram-se col6nias puras
de A. ponderosa (Figura 2.4 (c)), bem como também as do microbiota predominante
associada a estes fungos micorrizicos (Figura 2.4 (d)). Os isolados foram transferidos
para placas de Petri contendo meio potato dextrose agar (PDA) (Anexo A, Tabela A.3)
e incubados a 25°C até ao desenvolvimento das coldnias.

Apos isolamento, os micélios foram cultivados em tubos contendo PDA e preservados,
apos crescimento, a 4°C (Cheng et al. 2008).

A identificacdo das estirpes fungicas foi realizada por métodos classicos, com cultura
dos isolados puros em placa de Petri contendo PDA e malte extract agar (MEA)
(Anexo A, Tabela A.4), e observagdo das caracteristicas macro e micromorfoldgicas,
tais como o diametro da coldnia, textura, cor, dimensdes e morfologia das hifas e
estruturas reprodutoras (Domsch et al. 1980).

As caracteristicas microscopicas das culturas foram observadas por microscopia
Optica (model DM2500P; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) acoplada a uma
camara de resolucdo (model DFC290HD; Leica Microsystems). As preparacdes
microscopicas foram coradas com azul de lactofenol de forma a permitir a observacao
dos micélios dos isolados. A andlise morfolégica dos isolados teve como objetivo

proceder a sua identificacdo ao nivel do género (Zhang et al. 2005). As culturas em
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gue nao se observou a formacdo de estruturas reprodutoras e de esporos, apds o

periodo de incubacao, foram designadas de micélios estéreis.

Figura 2.4. Isolamento das estirpes da A. ponderosa em meio de cultura sélido: corpo de frutificagdo
de A. ponderosa (a), inoculacdo das amostras de A. ponderosa (b) culturas puras de A. ponderosa
(c) e culturas puras de estirpes fungicas que vivem em associagdo com A. ponderosa (d).

2.2.4 Analise molecular das estirpes isoladas

Para os estudos de caracterizacdo molecular selecionaram-se 12 amostras de
cogumelos do grupo dos Basidiomycetes: 10 amostras de A. ponderosa, C. versicolor,
L. deliciosus, L. edodes e P. ostreatus, 1 do grupo dos Ascomycetes, T. arenaria e
ainda as estirpes flingicas isoladas que vivem no mesmo habitat de A. ponderosa.

Procedeu-se a amplificacédo do DNA extraido através do método M13-PCR, técnica de

fingerprinting muito utilizada para a caracterizacao de estirpes fungicas.
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2.2.4.1 Extracdo do DNA — Método das microesferas adaptado

O DNA genoémico foi extraido de pequenos fragmentos dos corpos de frutificacdo de A.
ponderosa e de micélios das estirpes isoladas, sendo utilizado o método das
microsferas adaptado (Caldeira et al. 2009; Martins 2004; Sambrook et al. 1989)
Efetuaram-se culturas das estirpes de A. ponderosa e das estirpes fungicas isoladas
em meio de PDA, durante 5 dias a 25°C. De modo a promover a lise celular
ressuspendeu-se o micélio em solucao tampao de lise (Tris-HCI — 50 mM, NaCl — 250
mM, EDTA — 50 mM, SDS - 0,3%, pH 8) com a adicdo de microesferas (425 — 600
didmetro). Apos agitacdo (em ciclos de 30 s gelo/vortex) a suspenséo foi colocada a
incubar a 65°C durante 90 min. O sobrenadante da suspensdo foi obtido por
centrifugacéo a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C. Foi adicionado ao sobrenadante a
solucdo tampdo de extragdo TE (Tris — 10 mM, EDTA — 1 mM, pH 8) com RNase (100
ug mL* e colocado a incubar a 37°C, durante 30 min, de modo a promover a
solubilizacdo dos &cidos nucleicos. Apos este periodo de incubagéo foi adicionado a
mistura uma solugéo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), promovendo a mistura de
fases por inversdo. Efetuou-se uma centrifugagcdo a 10.000 rpm durante 10 min e
adicionou-se tampédo acetato de sodio 3 M (pH 5,2) frio, na propor¢cdo de 1/10 do
volume de sobrenadante. De forma a promover a precipitagcdo do DNA adicionou-se de
seguida 2,5 volumes de etanol absoluto frio (-20 °C) (Figura 2.5).

O sedimento de DNA foi obtido por centrifugacdo a 13.000 rpm durante 15 min e foi,
posteriormente, lavado com etanol a 70% (v/v), tendo sido adicionado lentamente junto
a parede do microtubo de forma a nao danificar a amostra de DNA. Realizou-se uma
centrifugacdo a 10.000 rpm (10 min), desprezou-se o sobrenadante e o sedimento de
DNA obtido foi entdo colocado na estufa a secar a temperatura de 37°C, durante 5 a
10 min, para a evaporacdo de vestigios de etanol. Posteriormente, procedeu-se a
solubilizacdo dos &cidos nucleicos com solugdo tampdo TE e armazenamento das

amostras a 4°C.
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Figura 2.5. Obtencao do DNA flngico extraido apds precipitacdo com etanol.

2.2.4.2 Quantificagdo do DNA

As amostras de DNA obtidas foram quantificadas por espectrofotometria UV-Vis
utiizando um espectrofotémetro NanoDrop 2000c (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE). A concentragdo de DNA e o grau de pureza foram determinados pela
guantificacdo da densidade Optica (OD — optical density) a 260 nm e pelo célculo da

raz&do de OD 260 nm/280 nm, respetivamente.

2.2.4.3 Amplificagdo do DNA por M13-PCR

A técnica de PCR (polymerase chain reaction) consiste na utilizacdo de Taq
polimerase, um enzima termoestavel isolada a partir de uma bactéria termofilica
Thermus aquaticus, e de pequenos segmentos de DNA, oligonucleétidos chamados
primers, para iniciar a sintese direta de um segmento alvo especifico do DNA. A
sintese é repetida varias vezes, chamados ciclos, permitindo que os produtos de uma
sintese prévia sirvam como base para o préximo ciclo, resultando numa ampliacéo
exponencial da regido alvo do DNA.

A amplificagcdo das amostras de DNA foi efetuada por M13-PCR tendo sido utilizado
como oligonucleétido iniciador (primer) uma sequéncia do fago M13 com 15 pares de
bases, que apresenta a seguinte sequéncia nucleotidica: 5’- GAG GGT GGC GGT

TCT - 3’ (Martins 2004).
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Na reagao amplificacdo, 1 yL de DNA (25 ng) extraido de cada uma das estirpes
fungicas foi incubado com uma mistura reacional constituida por: 2,5 yL tampao da
Taq polimerase (concentrado 10X), 2,5 yL de MgCl, 25 mM, 2,5 yL da mistura de
dNTPs 2 mM, 1 uL do primer M13 2 uM (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 1 Unidade de Taq
DNA polimerase (Fermentas, Thermo Fisher, Vilnius, Litudnia), e agua ultrapura
esterilizada para um volume total de 25 L.

As reagOes foram efetuadas num termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). As condi¢bes de amplificacdo do M13-PCR consistiram num periodo de
desnaturacgéo inicial de 5 min a 94°C, passando de seguida a amplificacdo efetuando

40 ciclos com a seguinte estrutura:

desnaturacdo — 1 min a 94°C
emparelhamento — 1 min a 50°C

extensao — 2 min a 72°C

e finalizando-se com um periodo de extensdao a 72°C durante 5 min, seguido de
arrefecimento e preservacao a 4°C.

Os produtos de PCR foram separados eletroforeticamente em gel de agarose a 1,5%
(p/v) em tampéo TBE (tris borato—EDTA) 0,5X concentrado (Anexo B, B.3), contendo
3 ug mL de brometo de etidio, para posterior visualizacdo do DNA amplificado.
Foram aplicados, no gel de agarose, 8 uL do produto de PCR juntamente com 2 uL de
corante concentrado 6X (Anexo B, B.4). Em cada execuc¢édo foi incluido um controlo
negativo (sem amostra de DNA) e como marcador de massas moleculares utilizou-se
o padrdo de DNA 100 bp Plus (Fermentas) com a concentracdo de 0,5 mg DNA mL™,
o qual foi aplicado 1 pL do marcador diluido com 9 pyL de corante concentrado 1X
(Anexo B, B.5) em cada poco das extremidades do gel. O gel foi submetido a uma
voltagem de 90 V durante 2 h e ap0s este periodo foi visualizado a 366 nm, utilizando
um transiluminador UV (Bio-Rad) acoplado ao software Quantity One 1-D Analysis

(Bio-Rad), para a obtencéo e tratamento de imagem.
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2.2.4.4 Amplificag&o de sequenciagdo daregiao ITS

A regido contendo porcbes parciais da subunidade pequena (18S), foi amplificada
ambas as unidade repetidas ITS e o 5.8S do rDNA, utlizando os primers
oligonucleotideos ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Gardes & Bruns 1993). As reacfes de PCR foram
realizadas num termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e as
condicbes de amplificacdo consistiram num ciclo de desnaturacédo inicial de 3 min a
95°C, passando de seguida a amplificacdo efetuando 30 ciclos de 30 s a 92°C, 30 s a
55°C e 1 min a 72 °C, com uma extensao final durante 10 min a 72 °C. Os produtos
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose, (1%) purificados com o kit
de NucleoSpin Extract Il kit (Macherey—Nagel, Dueren, Germany) e sequenciados por
eletroforese capilar usando o sequenciador ABI PRISM 3730 XL (Applied Biosystems,
Foster City, CA) com o kit BDT v1.1lv (Applied Biosystems). Esta abordagem foi
realizada para cogumelos da espécie A. ponderosa e as sequéncias foram alinhadas
com as de espécies fungicas relacionadas depositadas no GenBank [National Center

for Biotechnology Information (NCBI) databases].

2.2.5 Anédlise estatistica

A analise inorganica os contelldos em agua, matéria organica e minerais, assim como
o contetdo de cada mineral presente nas amostras de corpos de frutificacdo e solos
dos diferentes locais, foram avaliados estatisticamente utilizando o software SPSS®
21.0 para Windows Copyright® (Microsoft Corporation), recorrendo a parametros de
andlise descritiva, como valores meédios * desvio padréo (SD), e analise de variancia
(ANOVA One-way). A homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de
Levene. E a comparacao mdultipla de médias foram avaliadas pelo teste de Tukey. O

nivel de significancia foi estabelecido a p<0,05 (nivel de confianca estatistico de 95%).
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As sequéncias de nucledtidos da regido ITS foram alinhadas com espécies de fungos
relacionados obtidos na base de dados GenBank (NCBI) para a analise de homologia,
usando o programa BLASTN 2.2.25+,

Para as analises de M13-PCR, os dendogramas foram gerados pelo método de
agrupamento ndo ponderado de pares com média aritmética (UPGMA-unweighted pair
group method with arithmetic average) através da aplicacdo do coeficiente de
similaridade de Dice, utilizando o software Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad),
baseado nos perfis de fingerprinting de estirpes de A. ponderosa e outras espécies de

Basidiomycetes, Ascomycetes e Zygomycetes.
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Analise da composicdo mineral presente nos corpos de

frutificacéo

Foi estudada inicialmente a composicdo mineral das amostras de cogumelos A.
ponderosa, recolhidos em 24 locais das regides do Alentejo (Portugal), de Andaluzia e
da Extremadura (Espanha).

Na Tabela 2.2 sdo apresentados os conteidos em agua, matéria organica e minerais
presentes nas amostras de A. ponderosa recolhidas nos diferentes locais. A
percentagem de agua das amostras variou entre 89,5 + 0,0 e 93,8 + 0,5%, (Tabela
2.2) distinguindo-se entre as amostras estudadas as recolhidas nos Almendres e em
Serpa que apresentaram valores significativamente superiores de percentagem de
agua comparativamente as restantes amostras, enquanto a amostra da Mina de S.
Domingos apresentou um contetdo de agua significativamente mais baixo do que as
restantes amostras.

Os valores de massa seca foram muito semelhantes para as varias amostras, variando
entre 6,2 £ 0,5 e 10,5 + 0,1%, com percentagens de matéria organica entre 5,8 + 0,3 a
9,8 £ 0,1% e de minerais entre 0,5 + 0,0 a 1,4 + 0,1% (Tabela 2.2). Pela analise de
variancia (ANOVA-One way) (Anexo J.l, Tabelas J.1.1 e J.I.2), observou-se que as
amostras recolhidas nos Almendres e Serpa apresentaram valores de matéria
organica significativamente inferiores, tendo a amostra recolhida na Mina de S.
Domingos apresentado um conteddo em matéria organica significativamente superior
as restantes. O conteudo mineral dos corpos de frutificacdo colhidos em Cabezas
Rubias foi de 1,4 + 0,1%, valor significativamente superior ao observado para as
restantes amostras, tendo, no entanto, as amostras de Serpa e Villanueva del Fresno
apresentado os valores mais baixos (0,5 + 0,0 e 0,5 £ 0,1%, respetivamente)

significativamente diferentes dos restantes.
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Tabela 2.2. Contetdos em &gua, matéria organica, e minerais presentes nos corpos de frutificacao
das amostras de A. ponderosa recolhidos nos diferentes locais.

Corpos de frutificagao

Composicéo

Locais de colheita Agua (%) Matéria organica (%) Minerais (%)
Almendres 93,6 + 0,32 58+0,3° 0,6 + 0,12P°¢
Azaruja 92,4 + 0,52Pcd 6,7 + 0,52P¢ 0,9 + 0,0°¢
Baleizdo 90,7 + 0,3Pcde 8,6 + 0,4 "cd 0,7 + 0,1 2P°¢
Beja 91,0 + 0,02Pcde 8,4 + 0,1 2bcd 0,6 + 0,02"¢
Cabeca Gorda 91,6 + 0,72Pcde 7,8 £0,7 2becd 0,5+ 0,02°
Cabezas Rubias 91,8 + 0,42Pcde 6,8 + 0,1 P¢ 1,4+0,1°
Evora 90,2 + 1,6%%¢ 9,2+ 1,4°¢ 0,7 + 0,2 ¢
Evoramonte 90,4 + 0,4Pcde 8,8 + 0,7 ed 0,8 + 0,32P°
Her" da Mitra 90,5 + 0,3Pcde 8,9+0,3°% 0,6 + 0,12P°
Mértola 93,2+ 0,32 6,0+ 0,32° 0,8 + 0,12P¢
Mina S. Domingos 89,5+ 0,0° 9,8+0,1¢ 0,8 + 0,12b¢
M* da Borralha 91,5 + 1,5abcde 7,8+ 1,5%bcd 0,7 + 0,1 2P°¢
M Novo 91,7 + 1,23bcde 7,6+1,13bcd 0,7 + 0,12P¢
Montejuntos 92,7 + 0,42Pcd 6,7 + 0,4 2P¢ 0,5+ 0,12°
N. S" Guadalupe 91,4 + 1,13bcde 7,9 + 1,3 23bcd 0,7 £ 0,23b¢
N. S Machede 91,4 + 1,53bcde 8,0+ 1,4 &bcd 0,7 + 0,2 2b¢
Rosal de la Frontera 90,4 + 1,7Pcde 8,8+ 1,6 0,8 + 0,1 2P°
s” Aleixo da Restauracdo 91,1+ 1,12P¢%¢ 8,1+ 1,12bcd 0,8 + 0,12P¢
S. Miguel de Machede 92,7 + 0,4%Pcd 6,5 + 0,3 2P¢ 0,7 + 0,12b¢
Serpa 93,8+ 0,52 58+05° 0,5+0,0°2
V" Rocins 93,0 + 0,7%°¢ 6,4+ 0,7 2b¢ 0,6 + 0,120
Valverde 92,0 + 1,62Pcde 7,1+1,630cd 09+00°
V. N. S. Bento 90,0 + 0,2%¢ 6,1+5,3° 0,8 + 0,0"°
Villanueva del Fresno 93,1+ 0,6%° 6,4+ 0,5%"¢ 05+0,1°

Valores médios (n = 3) + DP. Letras diferentes para cada elemento indicam diferencas significativas
com nivel de confianga de p<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).

A Figura 2.6 mostra os conteudos médios de 4gua, massa seca, matéria organica e
minerais presentes nas 24 amostras de A. ponderosa analisadas. Os corpos de
frutificacdo apresentaram na sua constituigdo um elevado conteddo em agua,
correspondendo entre 90,3 a 93,1% do seu peso, comparativamente com o contetdo
de matéria organica, que variou entre 6,2 a 9% e conteudo mineral entre 0,5 e 0,9%.
Assim, 100 g de cogumelos de matéria edivel de A. ponderosa corresponderdo a um
maximo de 9 g de macronutrientes, como lipidos, glucidos e proteinas, e a um valor

inferior a 1 g de conteado mineral. Estes valores foram semelhantes aos observados
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no estudo realizado por Moreno-Rojas et al.,, (2004), com cogumelos colhidos em
algumas regides de Andaluzia (Espanha), no qual o conteiddo médio em agua foi de
87,8%, o conteldo de matéria organica de 11,8%, com valores de 6,6% de glucidos,
3,2% de proteinas, 0,5% de lipidos e 1,5% de fibras e conteddo mineral de 0,4%. Este
estudo refere ainda que estes corpos de frutificacdo apresentam um conteudo calorico
de 42 kcal/100 g de cogumelo, o que os caracteriza, tal como a outras espécies de
cogumelos comestiveis, como alimentos de baixas calorias (Kalac & Svoboda 2000;

Moreno-Rojas et al. 2004).

HAgua (%) ®Massaseca(%) ®Matériaorganica(%) § Minerais (%)

Figura 2.6. Conteudo médio em agua, massa seca, matéria organica e minerais presente nas
amostras de A. ponderosa

Nas Tabelas 2.3 a 2.6 sdo apresentados os valores de concentracdo dos elementos
minerais analisados para as vinte e quatro amostras de corpos de frutificacdo de A.
ponderosa dos diferentes locais, assim como para as respetivas amostras de solo. Na
Figura 2.7 estao representados graficamente os valores de variacdo da concentragcao
para cada elemento quantificado presente nas amostras de corpos de frutificagdo e
solos dos respetivos locais.

As amostras estudadas de A. ponderosa apresentaram conteddo mineral mais elevado
em aluminio, célcio, ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio e sédio, (mg/g ms)

(Tabelas 2.3 e 2.4), e menores conteddos em bario, cadmio, chumbo, cobre, cromio,
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prata e zinco (ug/g ms) (Tabelas 2.5 e 2.6). O potéssio foi o elemento presente em
concentragcbes mais elevadas em todas as amostras de A. ponderosa analisadas,
tendo sido mais elevado na amostra de Evoramonte, com valor de 69,565 + 0,362
mg/g ms.

Os cogumelos possuem um mecanismo especializado para acumular nutrientes e
minerais nos seus corpos de frutificacdo. De acordo com estudos anteriores, as
concentracdes dos oligoelementos em corpos de frutificacdo sdo geralmente espécie
dependentes (Kalac & Svoboda 2000). Extensas pesquisas tém sido realizadas desde
a década de 1970 acerca do conteudo de elementos minerais em cogumelos
comestiveis, no entanto para a espécie de cogumelos A. ponderosa apenas um estudo
foi referido na literatura, para amostras provenientes da regido de Andaluzia, Espanha
(Moreno-Rojas et al., 2004).

O conteudo em macroelementos, sendo estes: célcio, fosforo, magnésio, potassio e
sbédio, nas amostras de A. ponderosa estudadas, foi semelhante aos indicados na
literatura para amostras de A. ponderosa recolhidas em outros locais (Moreno-Rojas et
al. 2004) e outras espécies de cogumelos comestiveis (Kalac & Svoboda 2000;
Rudawska & Leski 2005; Sesli et al. 2008; Vetter 2005).

O célcio € um dos minerais mais abundantes no organismo, sendo um componente
estrutural dos o0ssos e dentes, que atua também em diversos processos bhioldgicos
como: vasoconstricdo e vasodilatacdo e como cofator de enzimas. O fésforo encontra-
se maioritariamente sob a forma de fosfato (PO,), e esta presente em todas as células
do organismo (fosfolipidos das membranas celulares e acidos nucleicos), apesar de
80-85% ser encontrado em conjunto com o calcio. Os conteddos médios em calcio e
fésforo, para as diferentes amostras estudadas foram 655 + 625 e 294 + 174 mg/kg ms
respetivamente, sendo estes valores semelhantes aos indicados no estudo de
Andaluzia (Moreno-Rojas et al. 2004). Uma vez que os resultados estdo expressos em
quilograma de massa seca, e sendo estes corpos de frutificacdo constituidos por cerca

de 90% de &gua, 1 kg de massa seca sera o equivalente a 10 kg de cogumelos
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frescos. Assim ha que ter em consideracdo, para analise dos resultados de contetdo
mineral em comparacdo com os valores de dose diaria recomendada (DDR), que 0s
valores seriam cerca de 10 vezes menores para um maximo de ingestdo diaria de 1 kg
de cogumelos frescos. Desta forma, pode-se observar que os valores destes dois
elementos se encontram abaixo dos valores maximos de DDR de 1000 mg/dia
(European Commission (2003)).

O potéssio e o0 sodio sdo minerais responsaveis pela manutencdo do equilibrio
hidroeletrolitico e desempenham ainda o papel de cofatores enzimaticos. Estes
elementos apresentaram valores médios de 29648 + 16405 e 1092 + 639 mg/kg ms
respetivamente, semelhantes aos relatados na bibliografia (Moreno-Rojas et al. 2004).
O potassio é o0 mineral que ostenta a maior DDR de 4700 mg/dia e o sédio de 2000
mg/dia, sendo estes valores bastante superiores aos encontrados nos corpos de
frutificacdo (European Commission (2003)).

O magnésio desempenha também inumeras fungBes biolégicas importantes,
nomeadamente ligadas ao metabolismo energético, sendo essencial para o correto
funcionamento de certas enzimas como cofator, e fun¢des estruturais, encontrando-se
na estrutura cristalina do o0sso associado a ides hidroxilo. Encontra-se
maioritariamente nos 0ssos (cerca de 70%), podendo também ser armazenado no
musculo e nas células. O contelldo médio em magnésio nas amostras foi de 737 + 314
mg/kg ms, proxima da descrita na literatura (Moreno-Rojas et al. 2004). A ingestéo de
magnésio recomendada para adultos (19-65 anos) é de 220-260 mg/dia (FAO/WHO
2002).

Os oligoelementos cobre, cromio, ferro, manganés e zinco sdo elementos essenciais
pois desempenham um papel importante nos sistemas biol6gicos, no entanto, os
metais também podem produzir efeitos toxicos quando a sua ingestdo é
excessivamente elevada (Afzali et al. 2007; Sesli et al. 2008; Soriano et al. 2007). O
cobre é o terceiro oligoelemento mais abundante no organismo, sendo um

componente de diversas enzimas, € também um dos intervenientes no metabolismo
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do ferro. O ferro é um componente da hemoglobina e mioglobina, proteinas
responsaveis pelo transporte de oxigénio para os tecidos. Participa também no
metabolismo proteico, producdo de energia nas células e em varias reacdes
enzimaticas. O teor medio em cobre foi de 185 + 152 mg/kg ms, e o valor mais
elevado foi encontrado na amostra de A. ponderosa recolhida em Rosal de la Frontera
(583,565 + 51,195 mg/kg ms). O conteudo médio em ferro nos cogumelos A.
ponderosa foi de 91 + 86 mg/kg ms. Os niveis de cobre foram semelhantes e os de
ferro um pouco inferiores aos descritos para espécies de Amanita spp. (Moreno-Rojas
et al. 2004; Vetter 2005). Os cogumelos apresentaram valores de ambos os minerais
menores dos que encontrados em outras espécies de cogumelos comestiveis
mencionadas na literatura (Borovicka & Randa 2007; Chudzynski & Falandysz 2008;
Ouzouni et al. 2007; Sesli & Tlzen 1999; Sesli et al. 2008). As concentraces de cobre
e ferro presentes em cogumelos comestiveis ndo sdo consideradas um risco para a
saude (Gengcelep et al. 2009). A DDR para adultos é de 2 mg Cu/dia e 18 mg Fe/dia
(European Commission (2003) ; Gengcelep et al. 2009). Embora os cogumelos em
estudo apresentem valores de cobre superiores a DDR nao é preocupante uma vez
gue so para doses acima de 10 mg/dia este mineral possa ter efeitos toxicos.

O manganés e o zinco sao oligoelementos muito importantes para 0 organismo no
qual apresentam fungbBes tanto estruturais quanto enzimaticas. Participam no
metabolismo dos macronutrientes e de &cidos nucleicos, e também promovem o0s
processos de atividade de inUmeros enzimas (Borovicka & Randa 2007; Gerber et al.
2002; Mendil et al. 2004). Estes elementos podem ser acumulados por cogumelos,
sendo no entanto a suas dose diarias recomendadas de 2 e 15 mg/dia (European
Commission (2003) ; Genccelep et al. 2009). O valor médio de conteddo em
manganés nas amostras estudadas foi de 55 + 28 mg/kg ms, e em zinco foi de 67 + 28
mg/kg ms. Os conteidos de Mn e Zn foram préximos aos descritos no estudo de
Moreno-Rojas et al. (2004) para amostras de A. ponderosa: Os resultados séo

também semelhantes aos descritos para outras espécies de Amanita (Vetter 2005) e
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outras espécies de cogumelos silvestres comestiveis (Chudzynski & Falandysz 2008;
Kalac & Svoboda 2000; Ouzouni et al. 2007; Ttzen et al. 2007).

O crémio é considerado também um oligoelemento, e, ainda que ndo se conheca com
exatidao suas funcdes bioldgicas, parece participar no metabolismo dos lipidos e
glacidos, assim como na potenciacdo da acao da insulina. A dose diaria recomendada
para este metal € de 120 pg/dia, sendo improvavel exceder esta dose com 0 consumo
de cogumelos das amostras analisadas, pois o conteudo médio obtido foi de 1,189 +
0,759 mg/kg ms. Os valores obtidos sé&o inferiores aos referidos na bibliografia para
outras espécies de amanita (Vetter 2005) e semelhante em algumas espécies de
cogumelos comestiveis descritas (Chudzynski & Falandysz 2008; Kalac & Svoboda
2000).

O aluminio € um dos poucos elementos abundantes na natureza que parecem nao
apresentar nenhuma funcgéo bioldgica significativa. Este ndo € considerado t&o toxico
como outros metais pesados, ainda que existam evidéncias de certa toxicidade
gquando ingerido em grandes quantidades. A maioria dos solos acidos é saturada em
aluminio ao invés de i6es de hidrogénio, sendo esta acidez resultado de hidrélise de
compostos de aluminio (Ma et al. 2001). Os contetddos em aluminio variam bastante
de espécie para espécie, apontando para a existéncia de espécies acumuladoras
deste metal, no entanto comparando os valores médios obtidos neste estudo, de 361 +
212 mg/Kg ms, estes sdo semelhante aos obtidos para outras espécies de amanita e
ligeiramente superiores aos encontrados em espécies dos géneros Trametes e
Agaricus (Vetter 2005).

Relativamente aos elementos cadmio e chumbo, estes sdo 0os que possuem maior
significAncia toxicolégica dos que estdo difundidos no ambiente humano. O cadmio
tem sido, provavelmente, o metal mais prejudicial encontrado em cogumelos, existindo
estudos que apontam para a existéncia de espécies acumuladoras deste metal, que
em zonas poluidas, chegando a acumular alguma centenas de mg/Kg ms deste metal.

Os valores médios obtidos de cadmio e chumbo foram de 1,003 + 0,744 mg/kg ms e
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2,405 * 1,369 mg/kg ms respetivamente, mostrando que as amostras de A. ponderosa
estudadas ndo apresentam sinais de toxicidade devido a presenca destes dois
elementos (Chudzynski & Falandysz 2008; Vetter 2005).

Os conteudos nos metais pesados bario e prata nos cogumelos em estudo foram de
1,004 + 0,631 mg/kg ms e 2,003 + 1,671 mg/kg ms, respetivamente. Estes valores
semelhantes aos descritos na bibliografia para outras espécies de cogumelos
comestiveis (Chudzynski & Falandysz 2008) e inferiores aos descritos para as
espécies do género Amanita (Borovicka et al. 2007; Vetter 2005).

O conteudo mineral dos corpos de frutificacdo e das respetivas amostras de solo
(Figura 2.7) variou de forma muito semelhante para quase todos o0s elementos
analisados, podendo desta forma indicar a influéncia das caracteristicas dos
substratos na composi¢cdo das amostras recolhidas nos diferentes locais.

De modo a proceder ao estudo do possivel efeito do local geografico de colheita na
composicao mineral, foram efetuadas analises de variancia (ANOVA One-way) (Anexo
J.l, Tabelas J.I.3 e J.1.4). A homogeneidade de varidncias foi confirmada pelo teste de
Levene. Os contetdos dos diferentes minerais presentes nas amostras de A.
ponderosa e respetivas amostras de solo apresentaram diferencas significativas
(p<0.05) para todos os elementos estudados. O teste de Tukey permitiu correlacionar
as amostras recolhidas em diferentes locais e colocar em evidéncia grupos
homogéneos, para cada conteddo mineral (p>0.05). Entre as amostras que
apresentaram diferencas significativas das restantes, destaca-se a amostra de
Cabezas Rubias, que apresentou um conteddo nos elementos aluminio e calcio
significativamente superior (p<0.05) aos encontrados nas restantes amostras. No caso
do contetdo em cadmio destacam-se as amostras recolhidas em N. S. Machede e
Almendres, que apresentaram contetdos significativamente diferentes entre si

(p<0.05) e superiores de todas as amostras analisadas (p<0.05).
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Na analise do contetido em cromio destacaram-se as amostras de Evora, Cabezas
Rubias e Villanueva del Fresno que apresentaram valores de Cr semelhantes entre si
(p>0.05) e significativamente mais elevados que as restantes analisadas (p<0.05).

Nos resultados obtidos para a analise do conteddo mineral presente nas amostras de
solo (Anexo J.I, Tabelas J.I1.5 e J.1.6)., observaram-se algumas diferencas significativas
entre amostras (p<0.05). A amostra recolhida em N. S™ de Machede apresentou
conteudos significativamente diferentes (p<0.05) dos apresentados pelas restantes
amostras para os elementos prata, aluminio e magnésio. A amostra de Montejuntos
apresentou conteudos em aluminio, ferro, fosforo e magnésio significativamente
diferentes (p<0.05) das restantes. A amostra proveniente de Villanueva del Fresno
apresentou diferencas significativas (p<0.05) nos contetdos dos elementos bario e
manganés, a amostra da Her®™ da Mitra apresentou diferencas no contetido em cobre
(p<0.05), a amostra de Mértola em zinco e a amostra de Baleizdo em potassio.
Relativamente a amostra recolhida em Serpa, esta apresentou diferencas significativas
(p<0.05) nos elementos calcio, cromio, ferro, magnésio, sédio e zinco. Existem ainda
outros pequenos grupos de amostras que mostraram contetdos semelhantes entre si
de alguns elementos mas diferentes das restantes amostras analisadas. As amostras
de Almendres, Evora, M* Novo e Valverde ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0.05) entre si para o conteudo em ferro, mas diferem das restantes. No caso do
chumbo encontramos as amostras de Cabezas Rubias, Serpa e Rosal de la Frontera
gue nao apresentam diferencas no seu conteudo (p>0.05). Para o caso do contetudo
em fosforo destacam-se mais dois grupos sem diferencas significativas (p>0.05), as
amostras de Baleizao e Rosal de la Frontera e as amostras de S Aleixo R., S. Miguel
de Machede e Villanueva del Fresno. As amostras de Baleizdo e Valverde também
ndo apresentam diferencas significativas (p>0.05) entre si para o conteldo em saédio,
de V. Nova de S. Bento e S. Miguel de Machede para o elemento magnésio e de
Azaruja e S. Miguel de Machede no conteudo em potéssio, apresentado estas

diferencas significativas das restantes estudadas (p<0.05).
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Tabela 2.3. Contetdo mineral dos elementos Al, Ca, Fe e K, presente nos corpos de frutificacao de
A. ponderosa colhidos nos diferentes locais e nas amostras de solo respetivas.

Elementos (mg /g massa seca)

Ca

Fe

[ CF 0,349 20,124 bcdef 0,757 £0,1562 0,066 £0,014 *°° 26,677+ 9,148 #>¢0¢
S 0,277 £0,008*° 0,106 +0,010*° 1,547 £0,092° 0,363+ 0,009 *P
Azaruja CF 0,058 £0,008° 0,139 £+0,012b 0,018 £0,004° 4,589+ 1,039°
S 0,243 +0,030° 0,102 £+0,012*° 2,240 £0,160° 0,981+ 0,037
ez CF 0,209 +0,073b<def 0408 +0,011a 0,109 £0,027° 34,814+ 7,163 0502
Baleizdo S 0,397 +0,004°%¢ 0161+0011%¢ 3093+0,092%f 1099+0,024"
Beja CF 0,065 +0,012%=f¢ 0,366 +0,0012  0,051%0,000"¢  18,586+0,106*"
S 0,254 10,015° 0,189 £0,014%% 4,107 0,092 " 0,619+0,018 %¢
Cabeca Gorda CF 0,373 20,026 i'b 0,579 £0,111= 0,035 £0,010°°° 31,852%5,364 “%©
S 0,195 +0,004 0,108 0,006 *° 5,067 +0,244“ 0,384+ 0,016 *>°
Cabezas CF 0,453 £0,066" 0,698 +0,148c 0,043 £0,010%"  47,715%£5,220"
Rubias S 0,375+0,008%¢ 0,118 +0,016*>¢ 3,520 +0,160 *"&" 0,443+0,009°
Evora CF 0,181 %0,12423bcd (0448 +0269a 0,036 +0,0248" 21,788+ 2,037 ¢
S 0,368 £0,018° 0,091£0,023% 1,653 £0,092°2 0,651+ 0,009
. CF 0,932 £+0,077c%efe 3523 +0,001¢ 0,193 £0,000*>¢ 69,565+ 0,362 %2
Evoramonte b ab b.c d
S 0,311 10,006 0,102 £0,008*° 2,400 £0,160 * 0,576+ 0,016
Hor® da Mitra CF 0449 0,013 Ibrcrd:e,f 0,614 +0,001= 0,227 +0,001 P 6,090+ 0,034 *Pcde
S 0,160 0,008 0,112 +0,008 *>° 4,853 +0,244“ 0,731+0,018°
N CF 0,423 £0,049b59¢ (0,733 £0,155ab 0,062 £0,007 ° 25,148+ 4,556 *°°
S 0,417 +0,006%" 0,143 +0,025>%¢ 3573 +0,092 %" 0,256+ 0,016 "
Mina S. CF 0,183 £0,0542bcde 0521 £0,146a 0,057 £0,021*>¢ 27,256+ 2,880 %%
Domingos S 0,159 +0,006' 0,070 +0,014% 3,840 +0,160 ™ 0,155+ 0,009
M da CF 0,151 £0,025>bcd 0,554 £0,0212b 0,051 +0,012%° 38,652+ 1,607 *>9¢
Borralha S 0,157 £0,006' 0,159 +0,008% 4,747 +0,092“ 0,229+ 0,009 '*
M Novo CF 0,333 £0,036 :d’e:f’s 0,370 +0,057 :,b 0,022 0,003 ° 18,021+ 1,060 2=
S 0,300 £0,015 0,148 £+0,019>%% 1653 £0,244° 0,603+ 0,056 “©
. CF 0,299 +0,014°f& 0,582 +0,001ab 0,062 +0,000*>¢ 33 607+0,173 “%*
Montejuntos ; ot | ii
S 0,81310,011! 0,224 £+0,016%" 8,099 £0,251 0,256+ 0,016 "
N.S™ de CF 0,357 £0,0292bcd 0,606 £0,061ab 0,027 0,008 %% 25,758+ 4,728 %°
Guadalupe S 0,200 £0,006“ 0,148 0,008 > 4,960 £0,160 “ 0,656+ 0,016
N.S® de CF 0,423 £0,0592bcde 0436 20,072 0,029 £0,001*>¢ 25,763+ 6,072 *Pooe
Machede S 0,63210,019' 0,143 £0,003°%¢ 3738 +0,258%"  0,912+0,048°¢
Rosalde Ia CF 0,545 £0,099& 0,412 £0,050= 0,062 0,010 %% 41,285+ 0,982 *"
Frontera S 0,381+0,004%¢  0,083+0,009° 3,3602+0,160"8" 0,160+0,016 "'
S™ Aleixo da CF 0,303 £0,007° 0,599 £+0,001=b 0,181 £0,000°°° 6,228+ 0,030 *>¢
Restaurac3o S 0,378+0,004%° 0,119 +0,016*>¢ 3,253 +0,092%%"8 0,171+0,009*'
S. Miguel de CF 0,313%0,047f2  0,632%0,110= 0,048 £0,013" 24,717+ 1,881 %91
Machede S 0,449 +0,016"  0,07910,008° 2,827 0,092 “° 0,773+ 0,024 f
Serpa CF 0,209 £0,042 :rerﬂs 0,448 +0,3215 0,041 +0,038*°° 26,099+ 6,188 d'_e'f
S 0,497 £0,006 0,338 £0,0358  9,040£0,139™ 0,315+ 0,009 *'
VE Rocins CF 0,659 #0,236%b¢ 0,584 +0,2552b 0,119 +0,097°° 51,996+ 2,660 a'_b'C'd
S 0,391 +0,009%%“¢ 0,113 £0,008*>¢ 3,040 £0,160 “* 0,320+ 0,016 '
S CF 0,208 £0,0112bc  0,605+0,0012b 0,292 £0,001*>¢ 34,630+ 0,186 %2
S 0,453 £0,006° 0,093 £0,023%  1,440£0,160° 0,405+ 0,024 ¢
V.N.S. Bento  CF 0,602 0,066 abcde 045900133 0,052 £0,017 _d'e'f 25,712+ 5,847 _a'b
e S 0,409 £0,006%%  0,233+0,011>" 4,587 0,244 " 0,192+ 0,016 ¢!
Villanuevadel CF 0,6102%0,183%8 0,649 +0,0742b 0,311 0,018 *>° 45,011+ 1,528 *>“9*
Fresno S 0,494 +0,004" 0,240 +0,0257 2,347 +0,092°¢ 0,368+ 0,016 *°

CF — Corpo de frutificagdo, S — solo. Valores médios (n = 3) + DP. Letras diferentes para cada elemento indicam

diferencas significativas com nivel de confianga de p<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).
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Tabela 2.4. Contetdo mineral dos elementos Mg, Mn, Na e P, presente nos corpos de frutificacdo de
A. ponderosa colhidos nos diferentes locais e nas amostras de solo respetivas.

Elementos (mg /g massa seca)

Mn Na
s CF 0,774%0,1302kc 0,028£0,006°°%  1408+0,146 @ 0,319 £0,037 #>c0e
S 0,286%0,015*>¢ 0,022 +0,001° 0,070+0,001 >®>%¢ 0,072 £0,002 *°
Azaruja CF 0,194%0,010° ] 0,005 +0,001° i 0,216+0,135 f N 0,044 £0,018 hb
S 0,324%0,029*°  0,131+0,009* 0,075+0,004 > 0074 +0,004%
N CF 0,930%0,158 2b.cd 0,038 £0,005 &" 0,551%0,052 &h 0,344 £0,074
S 0,312+0,038*° 0,893+0,017"8 0,109+0,004 * 0,156 +0,004 8
Beja CF 0,481+0,0002bc 0,047 £+0,000 &N 1,098 +0,011 & 0,034 +0,001%="2
S 0,277 0,033 *P5%20 507 £0,045 0,069+0,002 *>>“%¢ 0,133 +0,008°
CF 0,685+0,189 ¢ (0,047 +0,009 “*="&" 0929 +0,058 =b.cdef0 277 +0,090 >
CabegaGorda ef de a,b,cde e,f
S 0,186+0,008*" 0,695+0,062% 0,069+0,005 *>>“%< 0 130+0,003*
Cabezas CF 0,736%0,086%¢  0,069+0,019°"8"  1078+0,174 b 0,460 +0,016 &"
Rubias S 0,277 +0,019 **¢9eQ 735 +0,030 % 0,062 +0,002 ““=" 0,093 +0,004°
Evora CF 0,418+0,203 fb 0,015+0,010 %2780 419+0,212 2> 0,165 +0,084 =7&"
S 0,171%+0,025"  0,175%0,003*° 0,052+0,003 "¢ 0,082 £0,005 "¢
, CF 1,265%0,0012bc 0,081+0,000%"8" 2 645+0,018 bcdef 0,073 +0,001 %
Evoramonte b c
S 0,156%0,0118  0,212£0,012 0,051+0,002 £ 0,094 £0,001
o ) CF 0,734+0,0002bc 0,084 +0,000 >°%%&"2 1 540 +0,017 *bcdefp 212 £0,000 >o%ef
Her®® da Mitra def de hii def
S 0,193:0,018%*%¢ 0725£0,017% 0,082+0,002 ™ 0,119£0,002 %*
Mértola CF 0,760+0,10122¢ 0,079+0,011*>%%  0,614+0,131 <def 0,468 +0,0835™
S 0,365%0,043° 0,290+0,006° 0,059+0,005 *"8 0,074 +0,002 *°
Mina S. CF 0,586+0,35425¢ 0,026+0,007" 0,895+0,658 2bcd 0,152 +0,034 "&h
Domingos S 0,172+0,023" 0,198 +0,009° 0,067 £0,005 <% 0,075 £0,005 *°
M'® da CF 0,848+0,1592bc 0,066 +0,006 >°>“%=" 0889+0,038 =f 0,447 +0,002 *"
Borralha S 0,298+0,029*"¢ 0,725+0,017 % 0,051+0,003 © 0,115 +0,003 %¢
M Novo CF 0,658+0,3382°  0,029+0,006>°>%%  0,484+0,171 =f 0,061 +£0,021 *P<d=f
S 0,217 +0,034 =780 139 +0,003 *° 0,053+0,004 "¢ 0,084 +0,004 "¢
. CF 0,737+0,00125¢ 0,104 +0,000 >>“%='81 097 +0,014 2b<c 0,149 +0,001*"]
Meontejuntos ; cde i i
S 0,910£0,025' 0,649 £0,027 %% 0,085+0,002 "I 0,294 £0,011
N.S% de CF 0,856%0,107><¢ 0,091+0,014%°%%¢ 2 249+0,231 bedef 0525 +0,062 *P¢
Guadalupe S 0,255%0,014 >“%=f0 695 +0,062 = 0,073+0,001 **" 0,131 40,005
N.S” de CF 0,562+0,1142bc 0,034 0,004 >°>%%=72(0379+0,251 &" 0,316 +0,076"*
Machede S 0,804+0,048' 0,123 +0,004 *° 0,079+0,002 " 0,078 0,001 *°¢
Rosalde la CF 0,742%0,053¢  0,049+0,0098" 1,146 £0,304 2bcde 0,442 +£0,002"
Frontera S 0,365%0,011*  0,725%0,017%¢ 0,079+0,001 ") 0,154 £0,0048
S© Aleixoda  CF 0,657%0,000° 0,072 £0,000%°%%&"2 1 467 £0,015 =b<de 0,197 £0,001'
Restauragdo S 0,272+0,015 *>%%*1 002 +0,030 € 0,060+0,005 ““="¢ 0179 +0,007"
S. Miguelde  CF 0,843%0,1202® 0,050+0,013%8" 2,185+0,438 2bcdefp 542 +0,048 &9
Machede S 0477+0,014"  0,193+0,007° 0,070£0,002 **>¢ 0,185+0,001"
Serpa CF 0,696 +0,299 Eb,c 0,039+0,016 ““="8" 0 368+0,070 =bcd 0,417 +0,065 *
S  1,466+0,068 0,576 +0,017 ¢ 0,158 +0,005 ' 0,111 +0,002 ¢
V® Rocins CF 1,540+0,774%° 0,090 £0,056 *° 0,964 £0,453 =  0,641£0,098 efeghi
S 0,28410,014 *®“¢ 0,893+0,017 "¢ 0,086 0,002 ! 0,074 0,005 *°
SR CF 0,713+0,0012b< 0,059 +£0,000 *>°¢ 1,241 +0,016 =bcdeip 201 +0,001 &M
S  0,265%0,041 >%%%70 021 +0,001° 0,111+0,003 * 0,065 +0,002 2
CF 0,738+0,0492bc 0,039+0,006 %="8" 1451+0,147 @ 0,310 +0,083 %&f&n!
V. N.S. Bento h of def de
S 0,536£0,037 0,744 £0,045 * 0,060+0,002 “*"¢ 0116 +0,005%
Villanuevadel CF 0,549 +0,140 22 0,091 £0,015 *>“%=" 0,897+0,103 @ 0,270 +0,060 *P-d=f
Fresno S 0,267 +0,027 >“%¢ 1518+0,045" 0,078 £+0,004 *>"  0179+0,012"

CF — Corpo de frutificagdo, S — solo. Valores médios (n = 3) + DP. Letras diferentes para cada elemento indicam

diferencas significativas com nivel de confianca de p<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).
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Tabela 2.5. Contetdo mineral dos elementos Ag, Ba, Cd e Cr, presente nos corpos de frutificacéo de

A. ponderosa recolhidos nos diferentes locais e nas amostras de solo respetivas.

Elementos (ug /g massa seca)

Cd

R CF  2,590%0,4892bcde 287341100 2 2,204+ 0,812 ¢ 1,335%0,597 ab<
0,070 0,017° 1,99110,324 *° 0,286+ 0,022 *°  1,003+0,167 *
Azaruja CF  6,602%2,181f 0,899£0,183 4=f&  0,329%0,040 b 0,632£0,072 ode
S  0,088£0,015*”%¢  1578%0,201 ° 0,337£0,122 ® 0,932£0,139 ®
R CF  5047:1762%<¢  0,6260,296 =& 1,067+ 0,255 b<% 1,022%0,234 2
S 0,088+0,015*>Y  5247+0,861 ' 0,153+ 0,028 © 2,425+0,115 °¢
Beje CF  1,140%0,2392b 0,837+ 0,015 bedefe 0,44140,044 bode 0,835£0,042 ¢
S 0,139+0,043*°%%f 263540653 *><¢  0,034+0,000 4,391+0,152 ¥
CF  2,089+0,655%>c  0,324%0,039 9= 0,684+ 0,057 ¢ 0,750 0,031 boce
Cabeca Gorda Dl 051 ode hiisj
0,145 £0,004%¢%="  2344+0,056 *>*¢ 0,171+ 0,007 “®¢ 4,230+ 0,030 &""
Cabezas CF  1,467%0,2072bc 1,989+0,282 defe  0,816+0,105 o4 0,901+0,135 f
Rubias S 0,151+0,006%%="¢ 2587+0,406 *>¢ 0,111+0,027 *° 3,050+ 0,446 “¢=&N
fvora CF  0512£0,208%0<9  0842+0,406 "¢  0,425£0,289 bede 0,896+ 0,497 |
S 0,219+0,0338M 4288+1103 "M 0102+0,024 *°  2,818+0,470 “*=f
Evoramonte CF 10360073 def  0,896+0,069 bede 1145%0,172 bode 2919+ 0,070 bode
S 0,141+0,006*>%%®" 2805+ 0,084 *>%* (128%0,008 *  2,556+0,017 “*=f
Her da Mitra  CF 0/865%0,124%b5¢ 1,210+0,094 ¢ 0,981 0,025 bede 1,792%0,050 bade
0,165+ 0,010%"8"  2259+0,076 *>°  0,092+0,019 ** 3,766+ 0,087 "&N'
N CF  4,276%0,7712P 1,500+ 0,191 bodef 1024+0,262 bed 0,936+ 0,261 e
S 0,073%0,010%° 3,012+ 0,420 >%%=f 0133+0,017 ®°  2,9490,155 “¥='8
MinaS. CF  0560%0,116%>c  0571+0,040 cdefe 1424+0,168 9= 0,684+ 0,071 *bcde
Domingos S 0,266+0,042' 1,870+ 0,042 *° 0,112£0,022 ®*  5057+0,647 **
M da CF  1,487+0,080%bc  0,916%0,105 8 1,098+0,176 >  0,886% 0,065 <%=
Borralha S 0,161+0,008%>"¢  2319%0,036 *>¢ 0,085+0,012 *°  3,695+0,035 ¢=&h
ME Novo CF  0,568+0,0952 1,313+0,240 &f8 0,592+ 0,061 bcde 0,515+ 0,094 ©
S 0,086+0,009%"¢ 3,364+ 0,220 ““="2 0182+ 0,026 ®“*® 2576+0,243 “%=f
Montsjuntos CF  1,486%0,157 hb 1,048+0,080 bod 1306+ 0,083 bode 1022+0,073 *bod
S 0,237+0,045™ 3,607+0,314 “="8" 0128+0,030 *°  5728+0,194 *
N.S™ de CF  2,463%0274% 0,741+0,197 %2t 0,905+ 0,146 bede 0509+ 0,052 2bcde
Guadalupe S 0,147+0,009°%%%8 2 404+0,056 *> 0,175+0,011 “*° 4,280+ 0,092 ™"
N. S de CF  0,377+0,2072Pcde  (0554£0,102 bodefs 0,734£0,121 f 0,363+ 0,050 boc.e
Machede S 0,373+0,003! 4,032+0,203 *"#"  0089%0,015 **  3,754%0,335 = &N
Rosalde la CF  1,5588%0,337¢de 1,516 +0,079 bedef 1020+0,058 b¢  1,204+0,037 @
Frontera S 0,154+0,004%%%%8 234410076 *>%® 0,120+0,018 *  2,878+0,195 “**°f
S Aleixoda  CF  1,245%0,24630° 1,109 £0,070 9=fe 0,692+ 0,068 b  0,925% 0,044 bode
Restauracfo S 0,167+0,036%"8"  2830%0,203 *>%%* 0,271%0,032 *>%¢ 2768+0,882 “*=
S.Miguelde  CF  2,600%0,288bcde  1271+0,309 bedefe 3845+ 0,493 bode 0944+0,116 2P
Machede S  0,161+0,010%" 3,364+0,111 “**'8 0097+0,006 *°  2,314%0,152 °¢
Serpa CF 1689 0,317:*»0 0,420£0,087 @b 0,416%0,088 bcde 0,572%0,084 bode
S 0,183+0,042%e" 2,380+ 0,256 > 0,034+0,000 7,851+0,383 '
V© Rocins CF  3,308%2,197° 1,294£0,508 9278 0515+0,182 b 17551 0,635 bcoe
S 0,093+0,010%°%® 4761+0,182 ™ 0,166+ 0,008 % 2,455+ 0,063 P¢0®
B CF  1,815%0,5932F 0,523+0,016 %=f8  0,971£0,113 ¢ 2,848+ 0,075 boce
S 0,154+0,030%%="¢ 1688+0,297 *° 0,176+ 0,017 >°%* 1204+0,052 *°
VNS Bento CF  0426% 0,2712bc  2,093+0,209 c4efs 0,676+ 0,086 Pooe 2,839+ 0,410 bode
S S 0,112+0,020%P%%%F 449440354 &M  0,279+0,070 *>¢ 1813+1302 *b°
Villanuevadel CF  3,043+0,330° 1,138 0,202 2P 0,773+ 0,297 bede 1450+0,354
Fresno S 0,100+0,027*"%%¢ 11285+ 0,948 0,276+ 0,042 *>¢  4855+0,545 "

CF — Corpo de frutificagdo, S — solo. Valores médios (n = 3) + DP. Letras diferentes para cada elemento indicam

diferencas significativas com nivel de confianca de p<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).
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Tabela 2.6. Conteddo mineral dos elementos Cu, Pb e Zn, presente nos corpos de frutificacdo de A.
ponderosa recolhidos nos diferentes locais e nas amostras de solo respetivas.

Elementos (ug /g massa seca)

Pb Zn
P CF  80,162+1,035 2P 0,649+0,468 2P 58,864 * 1,345 b.cd
S 0,645+0,000 * 4019+ 0,429 ° 4,404 £ 0,060 *°
: CF  30,091:1916 @ 0,416 % 0,069 @ 16,269 + 1,897 @
Azaruja s 1935+0,000 ©  6966%1035 **%¢ 5023 +0,569 *°°
. CF  355,846+37,285 i,b,c 1,731 + 0,520 :d,e,f 96,914 + 1,606 cde
S 7,384+0,248 9,165+ 1,096 *&F 9,396 + 0,332 ¢
Beja CF  372,766:0,224 bc  2.827%0,134 2bed 104,077 £0,122 e
S 8,674+0,497 ' 6,873+ 0,567 *>“%¢ 13252+0,273 &
Cabeca Gorda CF  161,083+10,391 2b  1.852%0,182 cdef 80,809 + 1,141 bcde
S 0,645+£0,000 @ 448710162 *° 9,534 +0,103 °
Cabezas CF  140,428+0,237 b 5071%0,780 N 131,637 £ 0,129 ©
Rubias S 5090:0,248 £ 1646310643 ¢ 10,498 £ 0,841 %
Evora CF  198,147:0,203 :b 1,884 0,909 | 75,166 £ 0,111 bcde
S 1,649:0,248 °° 10,89610,214 ' 5,196 £ 0,826 °°
Evoramonte CF  123,488+20261 =2 4172%0,160 &hi 59,322 * 7,275 *bcd
S 2,366:0,430 ¢  7,387+0,292 *P¢%sf  5953+0,158 ©
Her®® da Mitrg  CF  193,333£19,058 ab 139910216 bodef 61401+ 1,666 205
S 9,677+0,430 ™ 542240292 *°° 11,187 £0,273 °F
Mértola CF  43,089:14616 20  3,709+0911 abcde 51475+ 7,868 abod
S 4659+0248 "  7949+0,692 %% 15146+0,703 "
Mina S. CF  333,824%0,189 2bc 3122+0,716 =f&h  91120+0,103 ode
Domingos S 2,939+0,248 %¢ 10335%0429 °f 3,715+0,510 ®
M€ da CF  231,585%62/952 2b 2206+ 0,280 2bc 61,542 * 3,905 25.cd
Borralha ) 1,935:0,000 ¢ 5422 10,292 *bC 10,326 £ 0,703 %
M Novo CF  121,438%16,115 = 1616+0,318 2 51,456 * 4,046 58
S 2,509+0,248 ¢  8,229+0,706 “%=f 4,955 £ 0,298 *°¢
Montejuntos CF  170,174:20,713 b  3,004%0,101 *"&h 59,574 42,982 abscd
S 6,783+0,457 < 10,194+ 1,540 = 10,454 * 0,141 9©
N.S™ de CF  263,973+237355 2bc 2139+0,325 abcdef 62,821 +9,978 absed
Guadalupe S 8,387:0,430 ' 4487 +0,162 *° 12,323 +0,310 &
N.S™ de CF  147,648£25449 2b 0,398 +0,133 2bc 69,602 £ 1,735 25.cd
Machede S 3,752+0,000 °=f 8,370+0,081 “=f 9,473 +0,454 °
Rosal de la CF  583,565+51,195 ¢ 3,03810,133 odefe 95002 + 6,223 cde
Frontera S 8,530:0,248 ' 1646310643 ¢ 5,815 + 0,103 °°
st Aleixo da CF  128,515%0,138 b 3938%0,342 | 46,648 + 0,075 a0.cd
Restauragéio S 5520:0,248 °™ 6405+0935 “”°° 10,532+0,260 *°
S. Miguel de CF  207,210£39,035 2F  1367%0,091 feh 58,188 £ 8,173 b.od
Machede S 5376+0,430 &" 584310214 *P°d 9,190 +0,158 °
Serpa CF  142,752+13,867 :,b 1,021£0,189 defeh 61,033 +9,136 2050
S 46590248 " 19504 %3720 & 29,521+0,716 '
\® Rocins CF  84,146+7,137 Ia:b 2,320+ 0,823 z’c’d’e’f 30,446 £ 1,549 P
S 8,530+0,248 9,165+ 1,096 %= 4,989 0,547 *°°
s CF  61,799%2,721 =2b 5115%0,166 "&h 41,831 £2,253 abe
S 0,789+0,248 *° 4440%0,353 *° 4,541 £ 0,158 *°°
CF  172,400%0,196 2b 1,616%0,124 M 86,174 + 0,107 becde
V. N. S. Bento T cdef ;
S 6,093:0,248 M g8370+3,024 “%='  26495+0,516
Villanuevadel CF  100,440:£8,788 2P  3,113%0,621 *bcde 67,779 £3,820 2bod
Fresno S 6,380:0,248 Y  7434+0451 *™°%='  4920+0,510 *°°

CF — Corpo de frutificagdo, S — solo. Valores médios (n = 3) + DP. Letras diferentes para cada elemento indicam

diferencas significativas com nivel de confianga de P<0,05 (ANOVA, teste de Tukey).
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Figura 2.7. Variacdo da concentracdo dos elementos presentes nos corpos de frutificacdo de A.
ponderosa e nas amostras de solo. Os valores de concentracdo estdo apresentados em escala
logaritmica uma vez que o conteudo de cada mineral € bastante distinto.

Os resultados de contetdo mineral obtidos, para foram semelhantes aos descritos por
Moreno-Rojas et al. (2004) para amostras de A. ponderosa recolhidas em Andaluzia
(Espanha), relativamente aos nove elementos apresentados nesse estudo. Outro
estudo que apresenta a composi¢cao mineral de varias amostras de cogumelos de sete
espécies pertencentes ao género Amanita, mas que nao inclui a espécie A.
ponderosa, permitiu também efetuar uma andlise comparativa com o0s resultados
obtidos neste estudo, mostrando contetdo mineral semelhante (Vetter 2005).

Alguns autores referem a existéncia de concentracdes de metais mais elevadas em
corpos de frutificacdo mais jovens; podendo este facto ser explicado pelo transporte de
metais do micélio para o corpo de frutificacdo durante o inicio da frutificacdo (Kalac &
Svoboda 2000). A idade do corpo de frutificacdo ou o seu tamanho podem contribuir
para uma variagdo da composicdo mineral (Kalac & Svoboda 2000). Assim, o0s

cogumelos da espécie A. ponderosa analisados foram obtidos no mesmo estagio de
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desenvolvimento, de forma a eliminar possiveis interferéncias de tamanho na
comparacgédo do seu contetado mineral.

Os cogumelos sao agentes responsaveis pela degradacdo de grande parte da matéria
organica e apresentam um papel importante nas mudancgas continuas que ocorrem na
natureza. Pelo facto de apresentarem um mecanismo muito eficiente para acumular
metais do ambiente, muitas espécies de Basidiomycetes podem ser utilizadas com a
finalidade de proceder a avaliacdo do nivel de poluicdo ambiental (Sesli et al. 2008).
As concentracdes dos elementos sdo geralmente assumidas como dependente da
espécie, mas a composicdo do substrato também é considerada um fator importante,
devido ao teor acido e conteldo em matéria organica do solo e seu ecossistema
(Cocchi et al. 2006; Genccelep et al. 2009; Kalac & Svoboda 2000; Sesli et al. 2008).
Neste estudo observou-se que o contetdo mineral foi influenciado pela area local em
gue as amostras de cogumelos foram recolhidas, possivelmente devido a composigcéo
do solo e por fatores ambientais, como temperatura média, a vegetacao e a chuva.
Moreno-Rojas et al. (2004), no estudo de avaliagdo do conteddo mineral em amostras
de A. ponderosa de Andaluzia, verificaram também que ocorreram variacdes na
composi¢ao mineral de acordo com o local de colheita das amostras, particularmente
em relacdo aos contetdos em ferro, potassio e sodio. Outros autores referem também
gue a principal causa de variagdes de composicdo mineral entre amostras de espécies
diferentes de Amanita é o caracter e a composicao dos substratos (por exemplo, areia,
madeira), podendo ainda ser influenciada pela presenca ou auséncia de habilidade
das diferentes espécies, para acumulacdo especifica de alguns metais,
nomeadamente o cobre e zinco (Vetter 2005).

Num estudo efetuado com uma espécie de boletos (Suillus grevillei) refere também
que as variagcbes de composicdo mineral das diferentes amostras estdo relacionadas
com a composicao dos substratos e geoquimica dos solos de cada local (Chudzynski

& Falandysz 2008).
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2.3.2 Caracterizacdo de culturas de A. ponderosa e estirpes fungicas

gue vivem em associagao com esta espécie

As amostras representativas de esporocarpos de A. ponderosa foram sequenciadas e
apresentadas no GenBank, com o nimero de acesso HQ529373.

Durante o processo de isolamento das estirpes de A. ponderosa, foram isoladas
diferentes estirpes fungicas que vivem em associa¢cdo com estes Basidiomycetes, 0s
gquais apresentaram uma cinética de crescimento mais elevada do que os cogumelos,
interferindo com o processo de isolamento das estipes de A. ponderosa. Na producao
de culturas puras de A. ponderosa e no desenvolvimento de metodologias
metagendmicas, € fundamental caracterizar a microbiota associada, tendo sido,
efetuadas culturas em placas de Petri contendo PDA e MEA das catorze estirpes
fungicas diferentes, obtidas durante o processo de isolamento. Na Tabela 2.7 estédo
apresentadas as caracteristicas macroscépicas e microscopicas da microbiota isolada
com as amostras de A. ponderosa.

As estirpes isoladas foram caracterizadas com base nas caracteristicas das coldnias,
tais como o didmetro da colbnia, textura, coloracdo, pigmentos libertados e nas
dimensdes e caracteristicas microscopicas como a morfologia da hifa, e estruturas
reprodutoras assexuadas (quando presentes) recorrendo a métodos classicos de
classificacdo (Domsch et al. 1980).

As estirpes fungicas predominantes que foi possivel isolar, que vivem em associagédo
com os cogumelos A. ponderosa, pertencem aos géneros Aspergillus, Cladobotryum,
Mucor e Penicillium. Os isolados com os nimeros 1, 2, 3, 4 e 5 foram identificados
como estirpes pertencentes ao género Penicillium, observando-se as estruturas
reprodutoras caracteristicas, os conidi6foros, com vérias cadeias de conidios
unicelulares chamadas de fiadlides. As estirpes indicadas com os numeros 6 e 7 foram
identificadas pertencentes ao género Mucor. Estes sdo Zigomycetes caracterizados

por apresentarem hifas cenociticas multinucleadas, esporangiosforos ramificados e a
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producdo de esporangiosporos em esporangios globulares apicais suportados e
elevados por uma columela mundial (Hermet et al. 2012). Os isolados 8, 9 e 10 foram
identificados como pertencentes ao género Aspergillus. As espécies pertencentes a
este género apresentam conidiéforos os quais terminam numa vesicula coberta por
métulas (estirpe 8) ou fialides (estirpe 9 e 10). Os isolados 11, 12 e 13 foram
identificados como pertencentes ao filo Ascomycota. Estes fungos apresentam
micélios constituidos por hifas septadas e esporos assexuados designados de
conidios, os quais apresentam forma alongada, septados medianamente e produzidos
nos topos das hifas (estirpe 13). Muitas espécies fungicas produzem, tanto na
natureza como em cultura, clamidésporos, células de paredes espessas subglobosas
(P6ldmaa 2011). Em substratos naturais, os clamidésporos ocorrem como células
individuais (Pdldmaa 2003, 2011), enquanto em cultura crescem a partir de uma célula
intercalar simples em hifas aéreas ou submersas e podem ser seguidas pela formacao
de agregacdes mais complexas. Os membros dos géneros Mucor, Penicillium e
Aspergillus sdo ubiquos na natureza, encontrados frequentemente em amostras
ambientais, tais como o solo, o ar e a poeira e sdo principalmente sapréfitas, no
entanto, algumas das estirpes de Penicillium e Aspergillus podem causar doencas
(Hermet et al. 2012). Os membros do género Cladobotryum séo fungos parasitas, e 0s
seus clamidésporos servem como estruturas de sobrevivéncia para superar periodos
entre a disponibilidade de corpos de frutificacdo hospedeiros, e condigbes de ambiente
desfavoraveis, como a seca (Pdldmaa 2011). Embora possam parecer mais
importantes como parasitas de corpos de frutificacdo efémeros de cogumelos, estes
sdo encontrados também em culturas de espécies isoladas dos basidiomas mais
persistentes de fungos decompositores da madeira (Douhan & Rizzo 2003; Példmaa
2003, 2011). Algumas espécies sao parasitas obrigatérios e sdo apenas encontradas
nos seus hospedeiros onde crescem causando infecdes sistémicas que resultam na

mumificagdo dos corpos de frutificagdo dos hospedeiros (P6ldmaa 2011). Outros sdo
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considerados sapréfitas facultativos pois sdo muitas vezes encontrados na madeira
em decomposicao.

O isolado 14 apresenta micélio com hifas septadas ramificadas nas extremidades,
formando diferenciagbes terminais que poderdo resultar em ansas de anastomose,
caracteristicas da presencga de micélio secundario ou dicariotico (Figura 2.8) (Crous et
al. 2009), pelo que se colocou a hipétese de se tratar de um isolado de A. ponderosa,

o qual foi posteriormente submetido a sequenciacdo, para confirmacéo.
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Figura 2.8. Corpo de frutificagdo de A. ponderosa (a), caracteristicas micromorfolégicas do himénio
do corpo de frutificacdo, com observacdo dos basidios (b), micélio de A. ponderosa em meio sélido
(c), caracteristicas micromorfologicas do micélio com observacéo de hifas septadas ramificadas nas
extremidades (d,) e (d,) e formacgéo de ansas de anastomose (ds).
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Tabela 2.7. Aspetos macroscopicos e microscopicos das estirpes isoladas da microbiota de A.
ponderosa.

Aspetos
macroscopicos

Aspetos

Estirpe : L
microscopicos

1

Penicillium sp. 1

2
Penicillium sp. 2

3
Penicillium sp. 3

4
Penicillium sp. 4

5
Penicillium sp. 5

6
Mucor sp. 1

7
Mucor sp. 2

(continua)
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Tabela 2.7. (continuacdo) Aspetos macroscopicos e microscopicos das estirpes isoladas da
microbiota de A. ponderosa.

Aspetos Aspetos
macroscépicos microscépicos

Estirpe

8
Aspergillus sp.1

9
Aspergillus sp. 2

10
Aspergillus sp.3

11
Cladobotryum sp. 1

12
Cladobotryum sp. 2

13
Cladobotryum sp. 3

14
Micélio sp. 1
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2.3.3 Perfil genético de cogumelos A. ponderosa e de estirpes

fangicas que vivem em associa¢do no seu habitat natural

O perfil molecular de fingerprinting de oito amostras de A. ponderosa foi comparado
com quatro estirpes de Basidiomycetes, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Coriolus versicolor e Lactarius deliciosus; uma estirpe de Ascomycete, Terfezia
arenaria, e, em paralelo com catorze isolados fungicos que vivem em associa¢cdo com
cogumelos da espécie A. ponderosa em seu habitat natural, dos géneros Aspergillus,
Cladobotryum, Mucor e Penicillium e dois isolados que ndo foi possivel identificar
guanto ao género, designados de micélio sp.2 e micélio sp.3. A analise de RAPD-PCR
usando o primer M13 gerou diferentes perfis moleculares para as amostras de A.
ponderosa, as espécies de cogumelos comestiveis e Ascomycetes utilizados para
comparagdo e as diferentes estirpes fungicas isoladas. As Figuras 2.9 e 2.10
apresentam os eletroforetogramas de perfis de DNA resultantes dos produtos M13-
PCR obtidos para as diferentes estirpes flngicas estudadas. Os ensaios de M13-PCR
produziram polimorfismos para todas as espécies diferentes testadas, resultando em
padrBes de bandas entre 2—20 que apresentaram uma variacdo de tamanho de 0,1 a
2,4 kb. Com base na analise de perfis moleculares de M13-PCR foi possivel obter
perfis para as amostras de A. ponderosa analisadas com (8-15 bandas), com
fragmentos de tamanho entre 266 a 1.482 bp. (Figuras 2.9 e 2.10). A amplificacdo do
DNA genomico das diferentes amostras por PCR com a utilizagdo do primer M13
permitiu a distincdo das estirpes fungicas da classe Basidiomycetes das restantes
estirpes fungicas pertencentes a classe Ascomycetes e Zigomycetes. Os
dendogramas obtidos (Figuras 2.11 e 2.12) permitiram agrupar em clusters todas as
estirpes de Basidiomycetes com graus de similaridade de 19% (Figura 2.11) e 20%
(Figura 2.12), ndo se observando similaridade com as restantes estirpes de diferentes

classes.
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11 12 13 14 15 16 17 18 M’

Figura 2.9. Eletroforetograma de perfis de DNA obtidos por M13-PCR fingerprinting correspondente
ao DNA de diferentes amostras de cogumelos A. ponderosa recolhidos em diferentes locais, quatro
estirpes de Basidiomycetes e dez estirpes flngicas isoladas que vivem em associacdo com esta
espécie de cogumelos no seu habitat natural. M e M’: marcador de massas moleculares de DNA 100
bp Plus (Fermentas), 1 — A. ponderosa (Azaruja); 2 — A. ponderosa (Guadalupe); 3 — A. ponderosa
(Evora); 4 — micélio sp.1; 5 — micélio sp.2; 6 — Penicillium sp.1; 7 — Mucor sp.1; 8 — micélio sp.3; 9 —
Penicillium sp.2; 10 — Cladobotryum sp. 1; 11 — Aspergillus sp.1; 12 — Aspergillus sp. 2; 13 —
Cladobotryum sp.2; 14 — L. edodes; 15 — P. ostreatus; 16 — C. versicolor; 17 — L. deliciosus; 18 —
Branco.
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Figura 2.10. Eletroforetograma obtido através de M13-PCR fingerprinting correspondente ao DNA de
diferentes amostras de cogumelos A. ponderosa, quatro estirpes de Basidiomycetes, uma estirpe de
Ascomycetes e seis estirpes fungicas de fungos isolados de A. ponderosa. M e M’ — Marcador de
DNA 100 bp Plus (Fermentas); 1 — A. ponderosa (Mértola); 2 — A. ponderosa (Rosal de la
Frontera);3 — A. ponderosa (S® Aleixo R.); 4 — A. ponderosa (Beja); 5 — A. ponderosa (Evoramonte);
6 — P. ostreatus; 7 — C. versicolor; 8 — L. deliciosus; 9 — L. edodes: 10 —T. arenaria; 11 — Mucor sp.2;
12 — Aspergillus sp.3; 13 — Penicillium sp.3; 14 — Cladobotryum sp.3; 15— Penicillium sp.4; 16 —
Penicillium sp.5; 17 — Branco.
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A analise dos dendogramas obtidos mostrou que todas as amostras de cogumelos A.
ponderosa analisadas formaram clusters com graus de similaridade bastante elevados
de 71% (Figura 2.11) e 73% (Figura 2.12). A analise polimérfica onde foi incluida a
estirpe isolada nomeada como micélio sp.1, esta foi agrupada com as amostras de
cogumelos A. ponderosa num cluster com 40% de similaridade, o que comprova a
identificacdo como sendo uma das estirpes isoladas destes corpos de frutificacao.
Relativamente a andlise dos perfis polimoérficos obtidos para as restantes estirpes de
Basidiomycetes conhecidas, a analise dos dendogramas obtidos mostrou que estas
estirpes foram agrupadas num Uunico cluster, tanto na primeira como na segunda
analise polimoérfica apresentada, com graus de similaridade de 29% (Figura 2.11) e de
20% (Figura 2.12), respetivamente. As estirpes de Pleurotus ostreatus e Coriolus
versicolor, white rot fungi, apresentaram graus de similaridade de 61% (Figura 2.11) e
52% (Figura 2.12). A estirpe de Lentinula edodes foi a que apresentou graus de
similaridade mais elevados com as estirpes anteriores, com valores de 44% (Figura
2.11) e 24% (Figura 2.12), seguida da estirpe de Lactarius deliciosus, que formou
clusters com as restantes de 29% (Figura 2.11) e 20% (Figura 2.12).

Na Figura 2.11, observa-se que as estirpes isoladas identificadas como Penicillium
sp.1 e Penicillium sp.2 formaram um cluster com 68% de similaridade, as estirpes
identificadas como Aspergillus sp.1 e Aspergillus sp.2 foram agrupadas num cluster
com 53% de similaridade e, estes dois agrupamentos apresentaram um grau de
similaridade entre si de 27%. Todas estas estipes pertencem ao filo Ascomycota. A
estirpe isolada nomeada como micélio sp.2, a qual ndo foi possivel proceder a
identificacdo quanto ao género, apresentou um grau de similaridade de 10% com
estas quatro estirpes, o que nos pode indicar que pertence ao mesmo filo. Os isolados
pertencentes ao género Cladobotryum, nomeadas de Cladobotryum sp.1 e
Cladobotryum sp.2, foram agrupadas num cluster com 81% de similaridade. O isolado
designado por micélio sp.3, que se pensa tratar de um Ascomycota, apresentou uma

proximidade de 56% com estas estirpes. Observou-se ainda que todas estas estirpes
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dos géneros Penicillium, Aspergillus e Cladobotryum, pertencentes ao mesmo filo
(Ascomycota), foram agrupadas num mesmo cluster com 4% de similaridade. E ainda
de notar que o cluster que inclui todas as estirpes de Ascomycetes mostrou uma
proximidade de apenas 2% com o cluster que inclui todas as estirpes de
Basidiomycetes. A estirpe isolada identificada como Mucor sp.1 é a mais distante das
restantes estirpes, ndo apresentando similaridade com os Basidiomycetes e
Ascomycetes, 0 que parece estar de acordo com o esperado, pelo facto deste isolado
ser a Unico Zigomycete isolado neste estudo.

Na andlise polimérfica apresentada na Figura 2.12, na qual foram utilizadas as
restantes estirpes isoladas apresentadas na Tabela 2.7, o agrupamento das estirpes
foi semelhante ao obtido na primeira analise. Desta forma observou-se que as estirpes
isoladas identificadas como Penicillium sp.3 e Penicillium sp.5 formaram um cluster
com 30% de similaridade, e por sua vez a estirpe Penicillium sp.4 formou um cluster
de 25% de similaridade com estas. A estirpe identificada como Aspergillus sp.3 foi a
que apresentou maior proximidade com as estirpes do género Penicillium, formando
um cluster com 18% de similaridade. A estirpe de Terfezia arenaria apresentou uma
proximidade de 12% com as anteriores e por Ultimo a estirpe identificada como
Cladobotryum sp.3 mostrou uma proximidade de 8% com restantes Ascomycetes. A
estirpe isolada identificada como Mucor sp.2 foi a que se apresentou mais distante de
todas as outras com um grau de similaridade de apenas 2%. O cluster que inclui todas
as estirpes de Ascomycetes e Zigomycetes ndo apresentou qualquer proximidade de

polimorfismo com o cluster que inclui todas as estirpes de Basidiomycetes.
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Figura 2.11. Dendograma baseado na analise dos perfis genéticos obtidos apés M13-PCR
fingerprinting para trés amostras de A. ponderosa, quatro estirpes de Basidiomycetes (P. ostreatus,
C. versicolor, L. edodes e L. deliciosus) e dez estirpes fungicas isoladas fungicas isoladas. Os
valores de distancia entre os clusters sdo expressos como percentagem de similaridade (0-100%).
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Figura 2.12. Dendograma baseado na analise dos perfis genéticos obtidos apds M13-PCR
fingerprinting para cinco amostras de A. ponderosa, quatro estirpes de Basidiomycetes (P. ostreatus,
C. versicolor, L. edodes e L. deliciosus), uma estirpe de Ascomycete, T. arenaria, e seis estirpes
fungicas isoladas flingicas isoladas. Os valores de distancia entre os clusters sdo expressos como

percentagem de similaridade (0-100%).
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Neste estudo, a técnica de M13-PCR fingerprinting permitiu caracterizar o perfil
molecular da espécie A. ponderosa, possibilitando distingui-la de outras espécies de
fungos pertencentes a sua flora microbiana, identificados quanto ao género, assim
como de outras estirpes de Basidiomycetes conhecidas.

Este método de fingerprinting permitiu ainda a obter uma distingdo entre as diferentes
estirpes testadas, com diferentes perfis moleculares, e com graus de proximidade
suficientes de forma a proceder ao seu agrupamento em clusters de acordo com o
género ao qual pertencem.

Desta forma, esta técnica de andlise molecular permitiu a diferenciacdo de todos os
isolados ao nivel da espécie, possibilitando ainda distinguir estirpes da de A.
ponderosa de diferentes regibes. Esta analise, embora permita produzir fingerprints
de forma muito semelhante em diferentes estirpes das mesmas espécies (Alves et al.
2007; Caldeira et al. 2009; Salvador et al. 2013c), viabiliza uma dete¢cdo da
variabilidade intraespecifica no sentido de possibilitar a identificacdo de diferentes
polimorfismos entre estirpes das mesmas espécies (Caldeira et al. 2009; Ragonezi et
al. 2013; Salvador et al. 2013b; Salvador et al. 2013c). Consequentemente, considera-
se que a técnica de M13-PCR é um método rapido para proceder a caracterizacdo dos
perfis genéticos de diferentes estirpes de A. ponderosa com elevada reprodutibilidade
e similaridade, permitindo uma tipagem que pode ser muito Util para o processo de
certificac@o desta espécie.

Estas técnicas baseadas na analise de DNA sao marcadores praticos para a utilizacéo
em fenotipagem molecular de grande niumero de espécies de fungos. As técnicas de
analise molecular, nomeadamente o RAPD, sdo comumente utilizados como
ferramentas para a classificacdo taxondmica de fungos pelo facto de permitirem
discriminar as estirpes fungicas isoladas de um nivel intragenérico para o nivel de
estirpe (Alves et al. 2007).

Tém sido descritos na literatura inUmeros estudos moleculares baseados na andlise da

regido ITS, com a finalidade de proceder a caracterizagdo e identificacdo de diferentes
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espécies de cogumelos comestiveis (Douhan & Rizzo 2003; Firenzuoli et al. 2007,
Moncalvo et al. 2000; Moncalvo et al. 2002; Moreno et al. 2008; Ro et al. 2007), como
€ 0 caso do estudo de algumas espécies do género Amanita, recolhidas em diferentes
locais de Espanha, atravées de ITS-ARDRA (Gonzélez et al. 2002), e mais
recentemente o estudo que visou a distingdo das espécies A. ponderosa e A. curtipes,
pela analise de restricdo da regido ITS (Moreno et al. 2008). Existe ainda um estudo
de sequenciacdo parcial de duas amostras de A. ponderosa de Espanha, o qual
apresenta sequenciacao parcial das regides 18S e 26S de rRNA, a sequenciagéo total
da regiéo ITS1-5.8S-ITS2 rRNA (Cornejo et al. 2003).

Os métodos de fingerprinting referidos, M13-PCR, rep-PCR (repetitive-sequence-
based PCR) e RAPD tém sido bastante utilizados no sentido de proceder a
discriminacdo entre espécies de fungos (Alves et al. 2007; Caldeira et al. 2008;
Caldeira et al. 2009). As vantagens destas trés metodologias sdo a simplicidade,
disponibilidade universal de primers de PCR, reprodutibilidade e acessibilidade na
andlise de bases de dados informaticas. E possivel construir bases de dados de
fingerprints que podem ser utilizadas para identificagéo de rotina dos isolados por uma
simples comparacéo de fingerprints com os das culturas de referéncia.

A maior vantagem dos métodos de fingerprinting sobre o método ARDRA é gque, nos
primeiros, ndo ha necessidade de um passo que envolva a digestdo de amplicons
(produtos de amplificacdo de PCR) com endonucleases de restricdo (Alves et al.
2007).

Na realidade o método de M13-PCR é facil de implementar, necessita de menos
tempo de execucdo do que outras abordagens moleculares que utilizam enzimas de
restricdo, apenas necessita de um Unico primer ou um conjunto de primers e alcanca
niveis mais elevados de reproducéo. De facto, estas caracteristicas tornam o processo
muito mais rapido, mais facil e com reducéo significativa de custo. Além disso, envolve

menores custos de instrumentacdo e imput de trabalho, requer de pouco
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conhecimento da biologia molecular das espécies em estudo e nhenhuma informacao
da sua sequéncia genética.

O método de M13-PCR fingerprinting tem sido utilizado em estudos de variabilidade
genética de espécies de fungos filamentosos (Alves et al. 2007; Godoy et al. 2004;
Guimaraes et al. 2011b; Lopes et al. 2007), indicando um grande potencial que estas
metodologias tém como ferramentas de diagnéstico. Esta técnica tem sido também
utilizada em estudos sobre a biodiversidade de fungos em ecossistemas (Guimaraes
et al. 2011a; Guimardes et al. 2011b), diferenciacdo de espécies e estirpes de fungos
filamentosos (Meyer et al. 1991), e caracterizacao de espécies fungicas isoladas de
plantas hospedeiras (Guimardes et al. 2011a; Ma & Michailides 2002). E ainda
considerado um método de DNA fingerprinting de primeira escolha em laborat6rios

clinicos envolvidos em estudos epidemioldgicos de rotina.

No estudo descrito neste capitulo permite-nos retirar as seguintes elacoes:

As andlises inorganicas das amostras de cogumelos e de solos mostraram que o
contetdo mineral dos cogumelos depende do ecossistema onde crescem.

A andlise molecular efetuada por M13-PCR mostrou a obtencdo de diferentes perfis
genéticos para as amostras de corpos de frutificacdo de A. ponderosa, outras espécies
de Basidiomycetes e algumas estirpes fungicas vivem em associacdo com estes
cogumelos em seu habitat natural. Esta abordagem molecular permitiu diferenciar,
rapida e reprodutivamente, as diferentes estirpes testadas, possibilitando agrupéa-las
de acordo com 0 género a que pertencem. A andlise por fingerprinting permitiu ainda
distinguir diferentes amostras de cogumelos de A. ponderosa recolhidos em diferentes
regides, exibindo uma abordagem bastante discriminatoria.

Desta forma, esta metodologia poder ser uma ferramenta Util para o desenvolvimento

de uma estratégia para o processo de certificacdo da espécie A. ponderosa.
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3.1 Introducao

O stress oxidativo pode estar envolvido na génese de diferentes patologias, como por
exemplo, cardiovasculares, doencas hepaticas, aterosclerose, artrite reumatoide, e
outras patologias inflamatérias e crescimento tumoral, bem como processos
degenerativos associados ao envelhecimento, como é o caso da doenca de Alzheimer
(Vaz et al. 2011b). A producao de radicais livres ocorre durante o metabolismo aerébio
celular, principalmente na forma de espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive
oxygen species) (Barros et al. 2007c; Vaz et al. 2011b). A manutenc¢do do equilibrio
entre a producao de radicais livres e os mecanismos de protecao antioxidante é uma
condicdo essencial para homeostase do organismo (Ferreira et al. 2009). Na
generalidade, os organismos encontram-se protegidos contra danos provocados por
radicais livres pela acao de enzimas oxidativas, como a superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), ou compostos de origem exdgena ou enddgena, como a-tocoferol,
acido ascorbico, carotenoides, compostos polifendis e glutationo (Reis et al. 2012a).
No entanto, a producdo descontrolada de radicais livres derivados do oxigénio leva a
um stress oxidativo, com oxidag&o de proteinas, peroxidagao lipidica e dano oxidativo
do DNA em células e tecidos vivos (Choi et al. 2006).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro,
de forma a permitir uma rapida selecao de substancias e/ou misturas potencialmente
interessantes, na prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos
destacam-se o0 sistema de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico e o método de
captacdo de radicais livres, tais como o radical DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. O
método de oxidagado do B-caroteno/4cido linoleico avalia a atividade de uma amostra
ou composto na inibicdo de formacdo de radicais perdxido gerados durante a
peroxidagdo do acido linoleico. O método esta fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloragcdo (oxidacao) do B-caroteno induzida pelos

produtos de degradacdo oxidativa do acido linoleico. Por outro lado o método de
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radicais livres esta baseado no descoramento de uma solucdo composta por radicais
estaveis DPPH de cor violeta, baseando-se na capacidade de compostos
antioxidantes de doar um atomo de H a um composto oxidante, formando a molécula
estavel DPPH-H (Duarte-Almeida et al. 2006; Tepe et al. 2007).

Nos ultimos anos, 0 aumento do interesse na salde humana, nutricdo e prevencao de
doencas permitiu alargar a procura de alimentos funcionais, designadamente em
suplementos alimentares com antioxidantes naturais, que podem ser utilizados para
ajudar a reduzir os danos oxidativos do organismo. Alguns compostos naturais com
propriedades antioxidantes tém sido utilizados em aplicagbes farmacéuticas,
nomeadamente como coadjuvantes do tratamento de doengas cronicas em que ha
producédo de radicais livres, como por exemplo as doencas de Parkinson e Alzheimer
(Heleno et al. 2010).

Os cogumelos sdo apreciados, ndo sO pela textura e sabor, mas também pelas suas
propriedades quimicas e nutricionais, sendo algumas espécies referidas como
alimentos funcionais (Elmastas et al. 2007). As propriedades medicinais associadas a
varias espécies de cogumelos comestiveis, e/ou de extratos derivados, tém sido
extensivamente investigadas e descritas e a sua atividade antitumoral tem sido objeto
de amplo interesse (Zhao et al. 2010). Os extratos derivados de cogumelos com
compostos bioativos tais como os compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavondides) e
tocoferdis (Heleno et al. 2010), acido ascorbico e carotendides (Ferreira et al. 2009), e
polissacaridos (Arteiro et al. 2012; Cheng et al. 2008; Salvador et al. 2012), tém sido
descritos como potenciais agentes com inumeras propriedades terapéuticas,
nomeadamente antioxidantes e antitumorais. (Ferreira et al. 2007; Nada et al. 2010).
Pelo facto de muitas espécies de cogumelos comestiveis consumidos apresentarem
propriedades medicinais essenciais, € imperativo identificar o potencial biolégico e
farmacolégico destas espécies, em especial cogumelos silvestres. A identificacdo destas

possiveis propriedades nutracéuticas e medicinais permitirdo ajudar num melhor
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conhecimento das espécies de forma a poder avancar para um processo de
comercializagdo como alimentos funcionais (Venkatakrishnan et al. 2010; Zhao et al. 2010).
As doencgas cancerigenas continuam a ser uma das principais causas de morte dos
paises desenvolvidos, sendo o carcinoma da mama a segunda causa de morte por
tumores, entre as mulheres (Hsieh et al. 2011; Ravikumar et al. 2012).

Os cogumelos comestiveis da espécie A. ponderosa tém sido pouco estudados, existindo
na bibliografia apenas referéncias a estudos de composicdo mineral (Moreno-Rojas et al.
2004) e analise molecular (Caldeira et al. 2009; Moreno et al. 2008; Salvador et al. 2013b;
Salvador et al. 2013c). Neste capitulo, avaliam-se as propriedades antioxidantes destes
cogumelos silvestres comestiveis, bem como o efeito antiproliferativo das culturas em
células humanas de tumor mamario (MDA-MB-231). Esta linha celular tumoral,
proveniente de um carcinoma mamario altamente metastatico, € constituida por células
derivadas de um fluido de efuséo plural metastatico e sdo amplamente utilizados como

modelo para tumores do subtipo triplo negativo (Lin et al. 2011).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Amostras

As amostras de corpos de frutificacdo de A. ponderosa, recolhidos em trés locais
diferentes: Beja, Mértola e S Aleixo R., foram preparadas como descrito na secgéo
2.2.1 submetidas a secagem a 60°C, em estufa, durante 48 h, antes da analise.

As estirpes de A. ponderosa isoladas de corpos de frutificacdo (secgcdo 2.2.3), dos

locais acima referidos, foram também utilizadas neste estudo.

3.2.2 Culturas liquidas

As culturas puras de A. ponderosa foram transferidas para novas placas com meio de
cultura PDA fresco e incubadas a 28°C durante 7 dias de forma a promover o seu
crescimento. As culturas em batch foram preparadas em frascos de agitagéo contendo
500 mL de meio de cultura malt extract (Anexo A, Tabela A.5) com 20 g L™ de glucose.
As culturas liquidas foram inoculadas com um in6culo de cultura, preparado em soro
fisioldgico, contendo 10° UFC/ mL e foram incubadas a 28°C, durante 15 dias, em
agitador orbital, a 150 rpm (Figura 3.1 (a) e (b)).

Todos os reagentes utilizados sdo de elevado grau de pureza (Sigma).

Figura 3.1. Produgédo de culturas liquidas de micélios isolados de A. ponderosa: incubagédo a 28°C
em agitacao orbital, a 150 rpm (a) e aspeto da cultura crescida ao fim de 15 dias de incubacgéo (b).
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3.2.2.1 Obtencdo da biomassa

O caldo de fermentacdo foi centrifugado a 10.000 g, durante 15 min, de forma a
promover a separacao do micélio do sobrenadante das culturas. A biomassa foi lavada
com 4gua destilada e as amostras (micélios e sobrenadantes) foram conservadas a

-20°C para posteriores determinacdes ou com posterior liofilizacao.

3.2.3 Extracdo dos compostos lipofilicos

Os compostos lipofilicos foram extraidos das amostras secas de corpos de frutificacao
e micélios liofilizados das culturas das trés estirpes referidas. As extragbes foram
efetuadas com 25 g de massa seca das amostras e 400 mL de diclorometano, num
extrator Soxhlet de 250 mL (Figura 3.2 (a) e (b)). A extracéo foi efetuada a 40°C, com
ciclos de extracdo de 20 min, tendo-se efetuado um total de 9 ciclos. Os extratos foram
evaporados a secura, utilizando o evaporador rotativo e dissolvidos em 1 mL de agua

destilada.

Figura 3.2. Representacdo da montagem do extrator Soxhlet para a extracdo dos compostos
lipofilicos (a), pormenor do cartucho contendo a amostra liofilizada de corpos de frutificacao e
micélios de A. ponderosa (b).
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3.2.4 Extracdo de compostos fendlicos pelo método de desintegracédo

com areia

O método de desintegracdo com a areia (SSDM — sea sand disruption method)
consiste na utilizacdo de areia do mar, previamente tratada, como matriz sélida
(Teixeira et al. 2006) em colunas para extracdo de compostos fendlicos.

As amostras (500 mg) de corpos de frutificacdo secos e de micélios e sobrenadantes
liofilizados foram colocadas num almofariz de vidro com 2 g de areia do mar
(proporcgéo 1:4) e 2,0 mL de n-hexano. As amostras foram misturadas com a areia com
o auxilio de um pildao na presenca de azoto liquido, de modo a obter uma mistura
homogénea apropriada para o empacotamento da coluna. A mistura foi transferida
para uma seringa de 5 mL com trés circulos de papel de filtro na parte inferior. Apés a
colocacdo e empacotamento de toda a mistura na seringa, esta foi coberta com outro
circulo de papel de filtro e comprimida com o auxilio do émbolo da seringa (Teixeira et
al. 2006).

O conteudo da seringa foi entdo seco sob vacuo antes da eluicdo. Os compostos
fendlicos foram eluidos com 10 mL de uma solucdo de metanol: agua (9:1, v/v) (Figura
3.3). Todos os extratos foram secos sob vacuo, dissolvidos em 1,0 mL de agua

destilada e filtrados através de filtros de 0,45 um (Millipore HA).

Figura 3.3. Representacdo da montagem da camara de vacuo para a extragdo dos compostos
fendlicos totais nas amostras de corpos de frutificagéo, micélios e sobrenadantes das culturas.
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3.2.4.1 Quantificagdo de compostos fendlicos pelo método de Folin-

Ciocalteu

A concentracdo de compostos fendlicos totais presentes nos extratos foi determinada
espectrofotometricamente através do método de Folin-Ciocalteu adaptado a
microplaca (Box 1984). Foram preparadas solucdes de &cido cafeico com
concentragdes compreendidas entre 10 e 250 ug mL™, para constru¢do de uma curva
de calibracdo (Anexo C, Figura C.1). Aplicaram-se na microplaca 235 uL de agua
destilada e adicionaram-se 5 yL de padrdo ou amostra. Adicionaram-se 15 uL de
Folin-Ciocalteu a cada pog¢o. Apds 5 min foram adicionados 45 uL de solugéo saturada
de carbonato de sodio a 20% (Barros et al. 2009). Incubou-se a placa durante 30 min a
40°C. De seguida leu-se a absorvancia a 630 nm em leitor de microplaca (ELX800G
model, Biotek Instruments Inc. and Gen 51.5 software, Biotek). Os ensaios foram
realizados em sextuplicado. Os resultados foram expressos em ug de acido cafeico

por mg de massa seca de extrato fendlico total.

3.2.5 Extracdo dos complexos proteina-polissacarido dos corpos de

frutificacdo e culturas

A extracdo dos complexos proteina-polissacarido (PPS) extra e intracelulares das
culturas liquidas e corpos de frutificagdo das diferentes estirpes de A. ponderosa
efetuou-se de acordo com Lee et al. (2006). Os extratos PPS extracelulares foram
extraidos do sobrenadante das culturas por precipitacdo com a adi¢cdo de 2 volumes
de etanol a 96% (Figura 3.4 (a)). A mistura foi deixada a repousar overnight a 4°C,
para facilitar a precipitagdo dos complexos. Para isolamento dos extratos PPS
intracelulares, os corpos de frutificagdo e micélios das culturas, previamente secos a
60°C, foram colocados em banho de &gua a 90°C, durante 5 h e posteriormente
centrifugados a 10.000 g, durante 10 min. De fora a permitir a precipitacdo dos PPS

adicionaram-se 4 volumes de etanol a 96% ao sobrenadante obtido (Figura 3.4 (a)) e
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deixou-se a repousar overnight a 4°C (Arteiro et al. 2012; Lee et al. 2006; Lin & Sung
2006; Salvador et al. 2012). Para obtencao dos extratos PPS extra e intracelulares
procedeu-se a centrifugacao das misturas etanélicas a 3.000 g, durante 15 min, a 4°C.
Os precipitados obtidos foram ressuspendidos em etanol a 75% e centrifugados nas
mesmas condicdes. Efetuou-se a secagem dos precipitados a 60°C, de forma a
permitir a remoc¢ao do etanol residual, sendo posteriormente ressuspendidos em agua

destilada (Kim et al. 2002; Lin & Sung 2006).

3.2.5.1 Quantificacdo de polissacéaridos pelo método do fenol-acido sulfarico

A concentragdo de polissacaridos presentes nos extratos de PPS extra e intracelulares
foi determinada pelo método do fenol-acido sulfarico (Dubois et al. 1956; Salvador et
al. 2012). Este método baseia-se na reacao dos glucidos com o fenol, na presenca de
acido sulfarico concentrado, ocorrendo formagédo de um complexo aromético corado,
gue apresenta um maximo de absorcdo a 490 nm. Foram adicionados a tubos de
ensaio 0,2 mL da amostra ou padrdo, 0,2 mL de solucdo de fenol a 5% e 1 mL de
acido sulfarico 95%. Aguardou-se 10 min a temperatura ambiente e agitou-se os tubos
no vortex. Aguardou-se mais 30 min antes de se ler a absorvancia a 490 nm (UV-Vis
spectrophotometer Hitachi, U-3010 model)). Para determinacdo da concentracdo de
polissacaridos efetuou-se uma curva de calibracdo utilizando solu¢des de glucose de
concentracbes compreendidas entre 6 e 100 ug mL™ (Figura 3.4 (b)) (Anexo C, Figura
C.2). Os ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados foram expressos em g

de glucose por mg de massa seca de extrato de polissacaridos total.
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3.2.5.2 Quantificagéo de proteina pelo método de Bradford

A concentracdo de proteina presente nos extratos de PPS de varias estirpes de
cogumelos e de culturas liquidas foi determinada pelo método de Bradford que utiliza o
corante Azul de Coomassie G-250 (Bradford 1976). O corante Azul de Coomassie G-
250 tem capacidade de reagir em meio &cido com 0s grupos amino das proteinas,
ocorrendo a formacao de um complexo corado, o qual tem um maximo de absorcédo a
630 nm. Aplicaram-se na microplaca 100 yL de amostra ou padrdo e adicionaram-se
100 pL de solugéo de azul de Coomassie a 0,06% em HCl a 0,6 M. Apos 5 min de
incubacdo, procedeu-se a leitura da absorvancia a 630 nm (Automated Microplate
Reader, ELX800G model, Biotek Instruments, Gen 51.5 software, Biotek). Para
guantificacdo da proteina, procedeu-se a constru¢do de uma curva de calibracdo com
solucdes padréo de albumina do soro bovino (BSA) de concentragdes compreendidas

entre 1 e 20 pg mL™ (Anexo C, Figura C.3). Os ensaios foram realizados em triplicado.

3.2.6 Avaliacao das propriedades antioxidantes

3.2.6.1 Método de reducdo do radical DPPH

A atividade antioxidante nos corpos de frutificagéo, culturas liofilizadas e nos extratos
lipofilicos, fendlicos e complexos PPS foi avaliada pelo método espectrométrico do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo). Este método baseia-se na descoloracéo da
solucdo de cor violeta composta por radicais estaveis de DPPH, quando h4 adicdo de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio (DPPH® + [AH],, = DPPH-H + [A"],),
sendo a reducdo do radical DPPH, quantificada por espectrometria de UV-Vis a 490nm, um
bom indice para estimar a capacidade antioxidante (Duarte-Almeida et al. 2006; Tepe et al.
2007).

As determinacdes foram realizadas adicionando-se 30 yL de amostra de extratos (1

mg mL™?) a 200 pL solucdo etandlica de DPPH 0,1 mM. A curva de calibracédo foi
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preparada utilizando como padrdo solucBes de &cido ascorbico de concentracdes
compreendidas entre 1 a 50 yg mL™ (Anexo D, Figura D.1(a)), e o controlo negativo
preparado com etanol. A mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente durante 30 min de reacdo na auséncia total de luz. A reducéao do radical
DPPH foi determinada pela leitura da absorvancia a 490 nm em leitor de microplaca
(ELXB800G model, Biotek Instruments, Gen 51.5 software, Biotek). Os ensaios foram
realizados em sextuplicado.

A capacidade de captagdo do radical livre DPPH (RSA — radical scavenging activity) foi
avaliada através da descoloracdo da solucdo, como percentagem de inibicdo (1%),
observando-se um decréscimo do valor de absorvancia das amostras relativamente ao

valor de absorvéancia do branco de acordo com a seguinte equagao:

Ab5490 (branco) — AbS490 (amostra) %

1% = 100

AbS490 (branco)

Onde AbSsg (amostray € @ absorvancia da solugdo quando a amostra de extrato foi
adicionada e AbS4g (branco) € @ absorvancia da solugédo de DPPH (controlo negativo).

Os resultados foram expressos em pg equivalentes de acido ascorbico por mg de
massa seca de extrato. Foram ainda testadas diferentes concentragdes (0,1, 0,2, 0,5,
1,2, 4 e 8 mg mL™) de extratos liofilizados de sobrenadantes das trés estirpes de A.
ponderosa, de forma a proceder a determinacdo de concentracdo inibitéria de 50%
(ICsp — inhibitory concentration 50%).

A concentragcdo de extrato de sobrenadante liofilizado, que promoveu uma atividade
de reducéo do radical livre em 50% foi calculada a partir das curvas de dose resposta
obtidas através das percentagens RSA pelas concentracdes de extratos (Anexo D,

Figura D.2) (Pereira et al. 2012; Vaz et al. 2011Db).
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3.2.6.2 Método do B-caroteno/acido linoleico

A capacidade antioxidante dos corpos de frutificacdo, culturas liofilizadas e dos
extratos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS foi também determinada pela medicao
da capacidade de inibicdo dos compostos organicos volateis e os hidroperéxidos de
dieno conjugados resultantes da oxidacao do &cido linoleico (Dapkevicius et al. 1998).
A solucédo de B-caroteno foi preparada em cloroférmico na concentracdo de 0,5 mg
mL™. Foram adicionados & mistura 25 uL de acido linoleico e 200 mg do emulsionante
tween 40. Fez-se evaporar completamente o cloroférmio usando um evaporador
rotativo. Em seguida foram adicionados 100 mL de agua destilada, saturada com
oxigénio (30 min 100 mL min™), com agitacdo vigorosa. A absorvancia da solug&o foi
ajustada a 0,7, a 490nm (Pereira et al. 2012; Vaz et al. 2011b).
O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos, em que foram adicionados 35 uL
de amostra a 250 yL da mistura reacional. Foi preparado um branco do ensaio com
tampéao fosfato 50 mM, pH 7,0. As placas foram incubadas a 50°C durante 2 h, de
forma a promover a aceleragao as reacoes de oxidagao e iniciar a descoloragao do B-
caroteno. As leituras das absorvancias foram realizadas a 490 nm (Automated
Microplate Reader, Biotek Instruments, Gen 51.5 software, Biotek), imediatamente
apés a adicdo da emulsdo (tempo zero) e apés as 2 h de incubacdo. O &cido
ascorbico nas concentracdes correspondidas entre 0,2 e 4 mg mL™ foi utilizado como
padrédo (Anexo D, Figura D.1(b)). Os ensaios foram realizados em sextuplicado.
A diminuic&o do valor de absorvancia das amostras (Abs amostra) fOi COrrelacionada com
a diminuicdo do valor de absorvéancia do branco (Abs uanco), Obtendo-se a percentagem
de inibicdo da oxidacao (I1%) do B-caroteno, de acordo com a equacao:

ADS pranco = ADS inicia — ADS final

AbS amostra — AbS inicial — AbS final

Ab5490 (branco) — Ab5490 (amostra) x

1% = 100

Ab5490 (branco)
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Onde, AbS4g0 (amostra) € AbSag0 (ranco) SA0 as diferengas de absorvancia entre o tempo
zero e ao fim de 2h de ensaio, das amostras e branco do ensaio (controlo negativo),
respetivamente (Duarte-Almeida et al. 2006; Orhan & Ustun 2011). A concentracao
dos extratos foi calculada por interpolagcdo no grafico de percentagem de inibicdo da
oxidacédo do B-caroteno pela concentracdo de padrdo e os resultados foram expressos

em mg equivalentes de acido ascorbico por mg de massa seca de extrato.

3.2.6.3 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

O enzima catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) é um enzima homotetramérico, que tem como
cofatores o grupo heme ou 0 manganés e esta distribuido amplamente em todos os
tecidos, predominando nos peroxissomas. Este enzima promove a reducdo do
peréxido de hidrogénio (H,0,), cujos niveis podem ser alterados por exemplo pela
atividade da superdxido dismutase, a agua e oxigénio, de acordo com a seguinte

equacao:

CAT
2H202 — 2H20 + 02

A capacidade de mimetizacdo da atividade CAT foi determinada nos corpos de
frutificacdo, culturas e extratos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS, pela
guantificacdo do decréscimo da absorvancia, sendo esta diminuigdo proporcional a taxa
de reducao do perdxido de hidrogénio (H,O,) por acdo do enzima, a 240 nm (Yoo et al.
2008).

A mistura reacional foi preparada em tampao fosfato 50 mM, pH 7,0 contendo 12 uL de
H,0, a 3% (v/v) e 100 pyL de amostra na concentracéo final de 5% (v/v), hum volume
final de 1 mL. Incubou-se a mistura a 37°C, durante 2 min, e determinou-se a variagédo
do valor de absorvancia a 240 nm, durante 240 s, em espectrofotometro UV (Perkin
Elmer Lambda 25). A atividade foi expressa em Unidades (umol/min) por mg de massa

seca da amostra. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.
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3.2.6.4 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

O enzima superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) é um dos enzimas mais importantes na
protecdo antioxidante, que tem como funcdo proteger o organismo dos efeitos
causados pelo anido superéxido (McCord & Fridovich 1969). Este enzima, pertencente
ao grupo das metaloproteinas, tem como cofatores o ferro (quando se encontra no
cloroplasto), o manganés (quando se encontra na mitocondria ou nos peroxissomas)
ou o cobre e 0 zinco (quando se encontra no citosol ou no cloroplasto) e é responsavel

pela dismutacao do anido superédxido a peroxido de hidrogénio e oxigénio.

, SoD
202. +2H" — H,0, + O,

Para determinar a capacidade de mimetizacdo do enzima superdxido dismutase tem-
se por base o facto do enzima xantina oxidase (XOD) reagir com a xantina na
presenca de oxigénio e agua, dando origem a radicais superoxido, de acordo com a

seguinte equacao:

) XO0D .
Xantina + O, + H,O — O,"+H

Na presenca de citocromo C, que € reduzido pelo radical superoxido, irdo ocorrer as

seguintes reacgfes acopladas:

, SoD
202. +2H — O, + H,0O,

Citocromo C (oxidado) + O, — Citocromo C (reduzido) + O,

A capacidade de mimetizacdo da atividade da superéxido dismutase foi avaliada nos
corpos de frutificacdo, culturas e extratos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS pela
guantificacdo da inibicdo da taxa de reducdo do citocromo C pelo radical superoxido

observada a 550 nm, em espectrofotometro de UV-Vis (Perkin Elmer Lambda 25).
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Preparou-se uma mistura reacional, com um volume total de 1 mL, em tampéo fosfato
de potassio 216 mM em EDTA 1,3 mM, pH 7,8, contendo 0,72 mM de xantina, 0,11
mM de citocromo C e 50 pL amostra (3% (v/v)). A reacao foi iniciada com a adicdo da
xantina oxidase (0,075 U) e a leitura do valor de absorvancia da mistura reacional foi
efetuada durante 5 min, a temperatura ambiente, de forma a ler a diminuicdo da
concentracdo de citocromo C oxidado (Salvador et al. 2012). Todos 0s ensaios foram
efetuados em triplicado.

A percentagem de inibi¢cdo foi calculada tendo em conta que a variacdo do valor de
absorvancia do branco devera estar proximo de 0 min®, a variacdo do valor de
absorvancia do teste (sem adicdo de amostra) devera estar proximo de 0,025 min™ e a
variacdo do valor de absorvancia da amostra devera estar entre 0,005 e 0,025 min™.
Assim, a percentagem de inibicdo (1%) da taxa de reducdo do citocromo C foi

calculada pela expressao seguinte:

AbSSSO (teste) — AbSSSO (amostra)

1% =
AbSSSO (teste) — AbSSSO (branco)

Uma unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima que produz uma inibigdo
de reducéo do citocromo C em 50% num sistema acoplado com xantina oxidase pH

7,8 e a 25°C.
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3.2.7 Avaliagdo do efeito das culturas de A. ponderosa em células

MDA-MB231

3.2.7.1 Cultura celular e manuseamento

A linha celular MDA-MB-231 representa o subtipo de tumores humanos de mama
denominado tripo negativo, devido a falta de expressao de trés importantes recetores:
estrogénio, progesterona e fator de crescimento epidermal. As células MDA-MB-231
foram obtidas a partir da colecéo de cultura American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, EUA), cultivada e mantida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
(DMEM, 45 g L* de glucose de e L-glutamina) (Lonza, Verviers, Belgium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS — fetal bovine serum) (Lonza,
Verviers, Belgium) e suplementado com 1% (v/v) penicilina-estreptomicina (Lonza
Verviers, Belgium). As culturas foram mantidas em ambiente himido com 5% de CO,
a 37°C (C150, Binder GmbH, Tuttlingen, Alemanha). Antes de atingirem a confluéncia,
as células foram tripsinizadas com solucdo de tripsina (0,5 g L") / EDTA (0,2 g L™,
suspendidas em meio de cultura e cultivadas a uma densidade de 1 x 10° células mL™.
O procedimento para a contagem de células viaveis foi feito pelo método de exclusédo

com o corante azul de Tripano (Arunasree 2010; Luo et al. 2012; Mota et al. 2012).

3.2.7.2 Proliferagao celular

No screening da atividade antitumoral baseado na citotoxicidade, viabilidade e
proliferacdo celular, tém sido amplamente utilizados sais de tetrazdlio (LU et al. 2012;
Wang et al. 2011). O efeito dos extratos de A. ponderosa na proliferacdo celular foi
determinado pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) (Calbiochem), o qual se baseia na capacidade de reducdo do MTT, por enzimas
desidrogenases mitocondriais e agentes redutores presentes nas células vivas,

transformando a solugcdo aquosa amarela num produto purpura insollvel de sal de
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formazéao (LU et al. 2012; Wang et al. 2011). O produto de formazao soltvel em lipidos
pode ser extraido com solventes organicos e quantificado por espectrofotometria. E
referido que a quantidade de sais de formazdo de MTT formados é diretamente
proporcional ao numero de células vivas (Lu et al. 2012).

Foram efetuadas culturas de células MDA-MB-231 em placas de 96 pocos ha
concentracdo de 2 x 10* células / poco, num volume final de 100 pL e incubadas em
atmosfera com 5% CO, e a 37°C. Ap6s 24 h, as células foram incubadas com
crescentes concentragdes de extratos liofilizados de micélios e sobrenadantes de A.
ponderosa (0.1, 30, 60, 80, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg
mL™), dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, cell culture grade, Sigma-Aldrich) e os
controlos foram efetuados com DMSO (Figura 3.5 (a), (b) e (c)). O farmaco comercial
obtido de micélio seco de Coriolus versicolor (CORIOLUS — M.R.L. (ANEID®)) foi
também testado nos mesmos valores de variacdo de concentracdo. Apos 44 h de
incubacao a 37°C e 5% CO,, foi adicionado a cada po¢o 20 uL da solucdo de MTT (2.5
mg mL™ em PBS), seguido de um periodo de incubac&o de 4 h. O meio de cultura foi
aspirado e os cristais de formazdo foram dissolvidos com 100 pyL da solucdo de
DMSO/ etanol (1:1 v/v) (Figura 3.5 (d)) (Luo et al. 2012; Mota et al. 2012; Sun et al.
2012).

A absorvancia foi lida a 570 nm num leitor de microplacas (Bio-Rad CODA Open
Microplate System). A proliferacdo celular relativa foi determinada pela quantidade de
MTT convertido em sal insolivel de formazdo. A percentagem de proliferacao foi
determinada através da reducdo de absorvancia das amostras a varias concentracdes
por comparagdo com as absorvancias dos controlos (células sem adicdo de qualquer
composto teste) (Mota et al. 2012; Yoo et al. 2008).

O valor de ICs, definido como a concentragdo necessaria para promover uma inibi¢cao
de proliferacéo celular em 50%, foi calculado através da construcéo de curvas de dose
resposta da percentagem de proliferagcéo celular das amostras em comparagdo com a

do controlo (sem extrato adicionado) de acordo com as diferentes concentracoes.

114



Capitulo 3

Todos os resultados experimentais foram efetuados em triplicado (n = 3) para cada

amostra e os valores foram apresentados com valores médios + desvio padrédo (SD).

(d)

Figura 3.5. Cultura de células MDA-MB-231 em placa de 96 pogos ap6s 24 h de incubagdo com
crescentes concentragdes de extratos liofilizados de micélios e sobrenadantes de A. ponderosa (a),
células em DMSO (b), células em presenca de 500 ug mL™ de extrato liofilizado (c) e cristais de
formazéo dissolvidos na solu¢cdo de DMSO/ etanol (1:1 v/v) para leitura da absorvancia a 570 nm

(d).

3.2.8 Analise estatistica

As curvas dose resposta e os valores de ICso das amostras de sobrenadantes para o
método do DPPH, e das amostras das culturas para o efeito antiproliferativo, foram
determinados utilizando o software OriginPro 9.0 (OriginLab® Corporation, 2013).

Os resultados das atividades antioxidantes, capacidade de mimetizacdo dos enzimas
CAT e SOD e o potencial antiproliferativo dos diferentes amostras e extratos foram

apresentados como valores médios + desvio padrdo (SD). Os dados foram avaliados
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estatisticamente com o software SPSS® 21.0 para Windows Copyright® (Microsoft
Corporation), por analise descritiva e andlise de ANOVA One-way. A homogeneidade
das variancias populacionais foi confirmada pelo teste de Levene e as comparacdes
multiplas de médias foram avaliadas pelo teste de Tukey. A significAncia dos valores

estabeleceu-se para um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Analise das propriedades antioxidantes presentes nos corpos

de frutificacdo e nas culturas de A. ponderosa

Para producdo de micélios de A. ponderosa prepararam-se culturas liquidas dos
isolados de A. ponderosa das amostras colhidas em Beja, Mértola e S® Aleixo da
Restauracdo, durante 15 dias. O aspeto das culturas liquidas e do micélio é

apresentado na Figura 3.6.

Figura 3.6. Cogumelo silvestre comestivel da espécie A. ponderosa: caracteristicas macroscépicas
(a), micélio de culturas puras de A. ponderosa em meio sélido (b), culturas liquidas de micélios
isolados de A. ponderosa (c), caracteristicas morfolégicas do micélio de pellet das culturas liquidas
de A. ponderosa (d).

As culturas foram incubadas durante 15 dias, ao fim dos quais se procedeu a separagdo
dos micélios e sobrenadantes, os quais foram liofilizados. A quantidade de micélios
liofilizados obtidos para as diferentes estirpes foi de 4,8-7,5 g enquanto a quantidade de
sobrenadantes liofilizados foi apenas de 1-1,4 g (Anexo |, Tabela I.1).

De forma a proceder a uma andlise screening das propriedades antioxidantes

presentes nestas amostras de corpos de frutificacdo e culturas de A. ponderosa foram
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efetuados ensaios bioquimicos, tais como: a capacidade de eliminacdo de radicais
livres DPPH (medindo a diminuicdo de absor¢do de radicais DPPH ap0s exposi¢ao
aos compostos captadores de radicais), inibicdo da oxidacdo do [(-caroteno
(neutralizando os radicais livres formados pela degradacao oxidativa do acido linoleico
e outros radicais livres formados no sistema que atacam o0s modelos altamente
insaturados B-caroteno) e a capacidade de mimetizar a atividade dos enzimas catalase
(CAT) e superoéxido dismutase (SOD).

O A&cido ascérbico, utilizado como padrdo no estudo da atividade antioxidante,
apresentou valores de ICs, de 30,36 pg mL™ e 3.22 mg mL™ para os métodos do
radical DPPH e B- caroteno/acido linoleico respetivamente. Os resultados de atividade
antioxidante de corpos de frutificagdo e culturas liquidas de A. ponderosa
determinados pelos métodos DPPH e B-caroteno/ acido linoleico estao apresentados
nas Figuras 3.7 e 3.8, mostrando que as amostras exibem atividade antioxidante por
ambos os métodos.

Em relagdo ao método DPPH, os resultados mostraram que os corpos de frutificacao
da estirpe de Meértola apresentaram maior atividade antioxidante, com valores
significativamente diferentes (p<0.05) das restantes amostras, enquanto as amostras
de corpos de frutificacdo de Beja e S“ Aleixo R. mostraram atividades antioxidantes
mais baixas e sem diferencas significativas entre si (p>0.05) (Anexo J.Il, Tabelas J.1I.1
e J.I1.2). Os extratos de micélios e sobrenadantes das culturas liquidas apresentaram
valores mais elevados de atividade antioxidante para as estirpes de Mértola e de S®
Aleixo R., com valores significativamente diferentes (p<0,05).

O ensaio de atividade antioxidante realizada pelo método do B-caroteno/acido linoleico
indicou que os corpos de frutificacdo de Mértola mostraram capacidade de inibicdo de
oxidacdo mais elevada, comparativamente com o0s outros cogumelos testadas
(p<0,05). Os extratos de micélios e sobrenadantes das culturas liquidas de A.
ponderosa a estirpe de Mértola foi a que apresentou valores de atividade antioxidante

mais elevada. Os extratos de micélios de Beja e S* Aleixo R. ndo apresentaram
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diferencas significativas (p>0,05), no entanto nas amostras de sobrenadantes
liofilizados foram observadas diferencas significativas entre todas as estirpes testadas
(p<0,05). As culturas de A. ponderosa da estirpe de Mértola parecem ser mais
eficientes em inibir a atividade dos radicais livres gerados pela peroxidacao do &cido
linoleico, do que as estirpes de Beja e S* aleixo R.

Foi possivel proceder a determinacdo de concentragao inibitéria de 50% (ICs), a qual
promove uma reducdo em 50% do radical livre DPPH, para as amostras de
sobrenadantes liofilizados das culturas das trés estirpes de A. ponderosa estudadas.
No entanto, ndo foi possivel efetuar este estudo para as amostras liofilizadas de
corpos de frutificacdo e micélios das cultuas, devido a sua baixa solubilidade em varios
solventes testados. Os valores de ICso de atividade antioxidante dos sobrenadantes
liofilizados foram obtidos pela avaliacdo de concentracdes crescentes em extrato (0,1—
8 mg mL™), tendo-se observado proporcionalidade entre a concentracéo e a atividade
antioxidante. Os sobrenadantes de Beja, Mértola e S Aleixo R apresentaram valores
de ICso de 3,11 + 1,13, 1,27 + 1,15 e 2,35 + 1,09 mg mL™, respetivamente (Anexo D,
Figura D.2 (a), (b) e (c)). O sobrenadante das culturas de A. ponderosa da estirpe de
Mértola foi o que apresentou maior capacidade antioxidante.

A andlise do efeito das espécies antioxidantes sobre os radicais livres de DPPH
resulta da sua capacidade em doar ides de hidrogénio. O DPPH é um radical livre
estavel e aceita um eletrdo ou radical de hidrogénio de forma a se tornar uma
molécula diamagnética estavel (Elmastas et al. 2007). O método de B-caroteno/acido
linoleico, que se baseia na oxidacdo de [-caroteno, induzida por produtos de
degradacgédo oxidativa do &cido linoleico, avalia a atividade inibidora dos extratos nos
radicais livres gerados durante o processo de peroxidacdo (Duarte-Almeida et al.
2006). Todas as amostras (corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes) mostraram
maior atividade pelo método de acido B-caroteno/ acido linoleico, no entanto o modelo
de reducéo do radical DPPH é um método amplamente utilizado para avaliar a atividade

antioxidante num tempo relativamente curto em comparagédo com outros métodos.
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ug acido ascorbico mgt ms

corpos de micélios sobrenadantes
frutificacdo

HmBeja HMMértola ESto Aleixo R.

Figura 3.7. Atividade antioxidante presente nas amostras secas de corpos de frutificacdo de A.
ponderosa e amostras liofilizadas de micélios e sobrenadantes das culturas liquidas das estirpes de
Beja, Mértola e S" Aleixo R., avaliada pelo método do radical livie DPPH. Os valores apresentados
sdo a média + desvio padrdo de seis réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que
diferem significativamente entre si (p<0,05) para cada um dos parametros em analise.

mg acido ascérbico mgt ms

corpos de micélios sobrenadantes
frutificacéo

HBeja HEMértola ESto Aleixo R.

Figura 3.8. Atividade antioxidante presente nas amostras secas de corpos de frutificacao de A.
ponderosa e amostras liofilizadas de micélios e sobrenadantes das culturas liquidas das estirpes de
Beja, Mértola e S Aleixo R., avaliada pelo método do B-caroteno/acido linoleico. Os valores
apresentados sdo a média + desvio padrdo de seis réplicas. Letras diferentes correspondem a
amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05) para cada um dos parametros em analise.
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Com o objetivo de avaliar as propriedades antioxidantes dos extratos das culturas
liquidas procedeu-se ainda a avaliagdo da capacidade dos extratos para mimetizar as
atividades dos enzimas catalase e superéxido dismutase. As Figuras 3.9 e 3.10
mostram os resultados referentes a capacidade dos corpos de frutificagdo, micélios e
sobrenadantes liofilizados para mimetizar as atividades dos enzimas CAT e SOD,
respetivamente. Todos 0s extratos apresentaram capacidade para mimetizar a
atividade CAT e SOD, no entanto observou-se que 0s sobrenadantes liofilizados
apresentaram capacidade muito superior para mimetizar a atividade CAT (Figura 3.9).
Este facto podera ser explicado pela presenca de compostos bioativos, como complexos
proteina — polissacaridos, que podem ter sido excretados para o meio de cultura,
apresentando desta forma uma maior concentragao nos sobrenadantes

Os testes de andlise de variancia (ANOVA) (Anexo J.I, Tabela J.I.1 e J.I.2)
mostraram que os corpos de frutificagdo e micélios liofilizados ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre as diferentes estirpes, para a atividade de CAT.
Os sobrenadantes apresentaram valores de atividade enzimatica CAT
significativamente superiores aos das amostras de corpos de frutificacdo e micélios
(p<0,05) ndo apresentando diferencas significativas entre si (p>0,05).

As amostras de corpos de frutificagho mostraram uma atividade SOD superior
comparativamente com a atividade CAT. As estirpes recolhidas em Beja e Mértola
apresentaram capacidade mais elevada para mimetizar a atividade SOD do que a
estirpe de S® Aleixo R. (p<0,05). No entanto, a atividade da SOD é maior nas culturas
(micélios e sobrenadantes) do que nos corpos de frutificacdo. Os micélios e
sobrenadantes mostraram diferengas significativas entre as estirpes (p<0,05 ).

Outros estudos, com extratos obtidos de corpos de frutificagdo de P. ostreatus,
apresentaram também capacidade para mimetizar a atividade destes enzimas

(Jayakumar et al. 2006; Keyhani et al. 2002).
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Figura 3.9. Atividade enzimatica do enzima catalase avaliada em amostras secas de corpos de
frutificacdo de A. ponderosa e amostras liofilizadas de micélios e sobrenadantes das culturas
liquidas das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média + desvio
padrao de trés réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente

entre si (p<0,05).
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Figura 3.10. Atividade enzimatica do enzima superéxido dismutase avaliada em amostras secas de
corpos de frutificacdo de A. ponderosa e amostras liofilizadas de micélios e sobrenadantes das
culturas liquidas das estirpes de Beja, Mértola e S Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média
+ desvio padrdo de trés réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem

significativamente entre si (p<0,05).
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3.3.2 Analise das propriedades antioxidantes nos extratos lipofilicos

Os extratos lipofilicos obtidos a partir dos corpos de frutificacdo e micélios das culturas
das trés estirpes de A. ponderosa referidas foram avaliados também quanto a sua
capacidade antioxidante.

Nas Figuras 3.11 e 3.12 estdo apresentados os resultados de atividade antioxidantes
avaliada pelos métodos do Radical livre DPPH e [-caroteno/acido linoleico,
respetivamente, apresentando todas as amostras atividade por ambos os métodos
testados.

Relativamente aos resultados de capacidade antioxidante obtidos pelo método do
radical livre de DPPH (Figura 3.11), observa-se que os extratos lipofilicos dos corpos
de frutificacdo e micélios da estirpe de S™ Aleixo R. foram os que mostraram valores
mais elevados de atividade, seguido dos extratos da estirpe de Mértola e por ultimo os
extratos da estirpe de Beja. Pela andlise de variancia (ANOVA), (Anexo J.Il, Tabelas
J.I.3 e J.l.4) observa-se que todas as amostras de extratos lipofilicos testadas
apresentaram valores de atividade antioxidante significativamente diferentes (p<0,05).
No caso dos resultados obtidos de atividade antioxidante avaliada pelo método do B-
caroteno/acido linoleico (Figura 3.12) observam-se valores de atividade mais préximos
para os diferentes extratos lipofilicos analisados.

As amostras de corpos de frutificacdo e micélios das estirpes de Beja e S Aleixo R.
ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05), e os extratos da estirpe de
Mértola também apresentam valores de atividade semelhantes (p>0,05), mas

significativamente diferentes das restantes (p<0,05).
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Figura 3.11. Atividade antioxidante determinada pelo DPPH presente nos extratos lipofilicos
extraidos de corpos de frutificacdo e micélios das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo R.. Os
valores apresentados sdo a média *+ desvio padrao de seis réplicas. Letras diferentes correspondem a
amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).

ido ascérbico mglms

mg &ci

corpos de micélios
frutificacéo

HBeja HMMértola FSto Aleixo R.

Figura 3.12. Atividade antioxidante determinada pelo método do B-caroteno/acido linoleico presente
nos extratos lipofilicos extraidos de corpos de frutificacdo e micélios das estirpes de Beja, Mértola e
S“ Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média *+ desvio padrdo de seis réplicas. Letras
diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).

124



Capitulo 3

As atividades CAT e SOD avaliadas nos extratos lipofilicos, exibidos nas Figuras 3.13
e 3.14, respetivamente, mostraram atividade para ambos os enzimas em todos 0s
extratos.

A atividade CAT (Figura 3.13) observada mostrou que existe um ligeiro aumento de
atividade para os extratos lipofilicos de corpos de frutificacdo, obtendo-se os valores
mais elevados nas estirpes de Beja e Mértola (p<0,05), sem diferencas significativas
entre si (p>0,05). Para o0s restantes extratos analisados apenas se observam
diferencas significativas de atividade para os extratos lipofilicos de micélios obtidos
das estirpes de Beja e S® Aleixo R. (p<0,05) (Anexo J.Il, Tabelas J.I1.3 e J.11.4).

Nos resultados de atividade SOD (Figura 3.14) observa-se que os extratos lipofilicos
obtidos dos corpos de frutificacdo da estirpe de Beja e S® Aleixo R. ndo apresentaram
diferencas significativas de atividade (p>0,05), enquanto que os extratos obtidos de
corpos de frutificagdo de Mértola mostraram atividade SOD significativamente superior
(p<0,05). Os extratos lipofilicos obtidos dos micélios das culturas ndao apresentaram
diferencas significativas entre si (p>0,05).

Observa-se que estes extratos apresentam atividade CAT semelhante a observada
nos corpos de frutificagdo e micélios liofilizados, enquanto os resultados de atividade
SOD séo inferiores.

Deve ainda referir-se que nao foi possivel obter extratos lipofilicos dos sobrenadantes
das culturas, uma vez gque seriam necessarios volumes de culturas bastante elevados,
de forma a obter a quantidade de amostras liofilizadas dos sobrenadantes necessaria

a extracdo no aparato de Soxhlet disponivel.
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Figura 3.13. Atividade enzimatica do enzima catalase avaliada extratos lipofilicos extraidos de
corpos de frutificacdo e micélios das estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os valores
apresentados sdo a média * desvio padréo de trés réplicas. Letras diferentes correspondem a

amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 3.14. Atividade enzimatica do enzima superoxido dismutase avaliada extratos lipofilicos
extraidos de corpos de frutificacdo e micélios das estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os
valores apresentados sdo a média + desvio padrao de trés réplicas. Letras diferentes correspondem

a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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3.3.3 Analise das propriedades antioxidantes nos extratos fendlicos

Os extratos de compostos fendlicos caraterizados no presente estudo foram obtidos a
partir dos corpos de frutificacéo, micélios e sobrenadantes das culturas liquidas das
trés estirpes de A. ponderosa referidas A quantificacdo dos fendis totais nos diferentes
extratos foi avaliada pelo método Folin—Ciocalteau, com constru¢cdo de uma curva de
calibracdo com padrdes de &cido cafeico de concentracBes entre 0 e 250 mg/L
((Anexo C, Figura C.1).

Na Figura 3.15 estdo apresentados os conteudos de fendis totais presentes em cada
um dos extratos em estudo, expressas em ug de acido cafeico por mg de massa seca
de extrato fendlico. As estirpes de corpos de frutificagdo que apresentaram maior
conteudo em compostos fendlicos foram as estirpes de Beja e Mértola. A andlise de
variancia (ANOVA) (Anexo J.Il, Tabelas J.1Il.5 e J.11.6) mostrou que ndo se observam
diferencas significativas (p>0,05) entre os contetudos fendlicos dos corpos de
frutificacdo de Beja e Mértola, observando-se no entanto, que estas apresentam
concentracdes significativamente superiores (p<0,05) a estirpe de S® Aleixo R. (Figura
3.15). Os micélios que apresentaram maior conteido em fendis totais foram os das
culturas de Mértola, seguido das culturas de Beja e por ultimo os micélios das culturas
de S® Aleixo R., apresentando as amostras das estirpes de Mértola e S Aleixo R.
diferencas significativas (p<0,05) entre si (Figura 3.15). Nos compostos fendlicos totais
extraidos dos sobrenadantes observou-se que as estirpes que apresentam maior
concentracdo em fendis sédo as estirpes de Beja e Mértola, e a estirpe que contém
menor concentracdo em fenodis é a estirpe de S Aleixo R., observando-se diferencas
significativas (p<0,05) entre todas as estirpes.

Os valores de concentracdo de fendis totais obtidos nas amostras das varias estirpes
de A. ponderosa estudadas vao de encontro a resultados obtidos para outras espécies

de cogumelos comestiveis, nhomeadamente Boletus edulis, Lactarius deliciosus,
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Pleurotus ostreatus, Lactarius aurantiacus e Russula caerulea (Palacios et al. 2012;

Vaz et al. 2011Db).
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Figura 3.15. Quantificacdo de compostos fendlicos extraidos de corpos de frutificagdo de A.
ponderosa e amostras liofilizadas de micélios e sobrenadantes das culturas liquidas das estirpes de
Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média + desvio padréo de seis réplicas.
Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).

Efetuaram-se também ensaios de avaliacao de atividade antioxidante nos extratos de
compostos fendlicos totais extraidos dos corpos de frutificacdo, micélios e
sobranadantes, tendo-se observado capacidade antioxidante para todas as amostras
estudadas.

Relativamente aos resultados obtidos de capacidade antioxidante, pelo método do
radical livre de DPPH, nos extratos de compostos fendlicos totais, observa-se que
todas as amostras apresentaram atividade antioxidante (Figura 3.16). Os extratos
fendlicos totais extraidos dos corpos de frutificacdo da estirpe de Beja foram os que
apresentaram valores mais elevados de capacidade antioxidante, seguido dos extratos
da estirpe de Mértola e por ultimo a estirpe de S Aleixo R., e segundo a anélise de

variancia (ANOVA) (Anexo J.ll, Tabelas J.II.7 e J.Il.8), apresentam valores com
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diferencas significativas entre si (p<0,05). Nos compostos fendlicos extraidos das
culturas liquidas a estirpe que apresentaram maior capacidade antioxidante foi a
estirpe de Beja (p<0,05). Os compostos fendlicos extraidos dos micélios e
sobrenadantes das culturas das estirpes de Beja e S Aleixo R. ndo apresentam
valores de percentagem de inibicéo significativamente diferentes (p>0,05).

No caso dos resultados obtidos de atividade antioxidante avaliada pelo método do B-
caroteno/acido linoleico (Figura 3.17) observou-se que nas amostras extraidas dos
corpos de frutificagdo a estirpe com maior capacidade antioxidante foi a de Mértola,
apresentando todas diferencas significativas si (p<0,05). Nos compostos extraidos dos
micélios das culturas observa-se que a estirpe de S Aleixo R. foi a que mostrou
valores de atividade de atividade antioxidante superiores, sendo todas elas diferentes
entre si (p<0,05). Nos extratos de compostos fendlicos totais extraidos dos
sobrenadantes das culturas obtiveram-se os valores de atividade antioxidante mais
elevados, nao diferindo significativamente entre si (p>0,05).

A capacidade antioxidante das amostras de compostos fendlicos por vezes nao é
proporcional a concentracdo destes compostos. Isto pode dever-se ao facto destas
amostras serem extratos de compostos fendlicos totais, podendo a sua constituicao
estar diretamente relacionada a capacidade antioxidantes destes compostos.

Outros Basidiomycetes, de espécies de cogumelos silvestres comestiveis,
nomeadamente Agaricus sp, Tricholoma sp., Lactarius sp., Leucopaxillus sp.,
Sarcodon sp. (Barros et al. 2008a; Barros et al. 2009; Barros et al. 2008b; Barros et al.
2007c), Boletus sp., Pleurotus sp. (Palacios et al. 2011; Reis et al. 2012b) também
apresentaram atividade antioxidante, quer na protecdo do substrato lipidico, quer na
inibicdo da formacao de radicais livres, em estudos efetuados com extratos fendlicos

obtidos de corpos de frutificagdo.
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Figura 3.16. Atividade antioxidante determinada pelo DPPH presente nos extratos fendlicos totais
extraidos de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das estirpes de Beja, Mértola e S®
Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrao de seis réplicas. Letras diferentes
correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 3.17. Atividade antioxidante determinada pelo método do B-caroteno/acido linoleico presente
nos extratos fendlicos totais extraidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das
estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo de
seis réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si
(p<0,05).
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As Figuras 3.18 e 3.19 mostraram os resultados referentes a atividade presente nos
extratos fendlicos totais, dos enzimas CAT e SOD, respetivamente. Todos 0s extratos
fendlicos apresentaram capacidade para mimetizar a atividade CAT e SOD.

Os testes de andlise de variancia (ANOVA) (Anexo J.ll, Tabelas J.I.7 e J.I..8)
mostraram que os diferentes extratos apresentaram diferencas significativas para a
atividade de ambos os enzimas (p<0,05). Na andlise dos resultados da atividade de
CAT, observa-se que os extratos fendlicos obtidos dos sobrenadantes apresentaram
valores de atividade enziméatica significativamente superiores aos extratos obtidos das
amostras de corpos de frutificacdo e micélios (p<0,05) e apresentando diferencas
significativas entre si (p<0,05). As estirpes de Mértola e S® Aleixo R. foram as que
deram origem aos extratos fendlicos totais com maior atividade CAT (p<0,05).
Também os extratos fendlicos obtidos, tal como observado nas amostras de corpos de
frutificacdo e culturas, mostraram uma SOD superior comparativamente com a
atividade CAT. As estirpes recolhidas em Mértola e S® Aleixo R apresentaram
capacidade mais elevada para mimetizar a atividade SOD do que a estirpe de Beja
(p<0,05). No entanto, a atividade da SOD ¢é maior nas culturas (micélios e
sobrenadantes) do que nos corpos de frutificacdo, com diferencas significativas entre

as estirpes (p<0,05).
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Figura 3.18. Atividade enzimatica do enzima catalase avaliada extratos fendlicos totais extraidos de
corpos de frutificagéo, micélios e sobrenadantes das estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os
valores apresentados sdo a média + desvio padrao de trés réplicas. Letras diferentes correspondem

a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 3.19. Atividade enziméatica do enzima superéxido dismutase avaliada extratos fendlicos totais
extraidos de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das estirpes de Beja, Mértola e S®
Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média = desvio padrdo de trés réplicas. Letras diferentes
correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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3.3.4 Analise das propriedades antioxidantes nos extratos de

complexos proteina-polissacaridos

Foram extraidos complexos proteina-polissacaridos dos corpos de frutificacao,
micélios e dos sobrenadantes das culturas liquidas de A. ponderosa das estirpes de
S® Aleixo R., sendo quantificados em concentracdo de polissacéaridos e de proteina
por mg peso seco de polissacarido. Na Figura 3.20 estdo apresentados os valores de
concentrac@o de polissacéridos e concentragdo de proteina presentes nos complexos
proteina-polissacaridos (PPS) obtidos das diferentes amostras referentes as trés
estirpes estudadas. Pode observar-se que todos os extratos de polissacaridos
apresentaram proteinas associadas, por isso pode afirmar-se que todas as amostras
sdo complexos proteinas-polissacarido. No entanto, existem alguns extratos que séo
maioritariamente constituidos por polissacaridos como é o caso dos complexos PPS
extraidos dos micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa, apresentando
uma propor¢do no contetddo em polissacaridos entre 20 a 90 vezes maior que
conteudo proteico. Destacam-se 0s extratos de complexos PPS extraidos de micélios
da estirpe recolhida na zona Mértola que apresentam um contetdo de polissacaridos
89,9 vezes superior ao proteico.

Os complexos PPS extraidos dos micélios de Beja e S Aleixo R. apresentaram
contetdo polissacaridico de 53,9 e 47,2 vezes superior ao proteico, 0s compostos
extraidos dos sobrenadantes de Beja de 53,4 vezes e por ultimo os compostos
extraidos dos sobrenadantes de S“° Aleixo R. com 23,3 vezes de proporgdo. Os
complexos PPS extraidos dos corpos de frutificagdo das diferentes estirpes sao
maioritariamente complexos proteina-polissacaridos, contando com conteudos
polisacaridico e proteico mais equilibrados, com uma propor¢édo entre 3 a 13 vezes
superior apenas. Os complexos extraidos dos corpos de frutificagdo A. ponderosa
recolhidos na zona de S Aleixo R. foram os que apresentaram conteido mais

semelhante com apenas 3,3 vezes mais de conteudo polissacaridico.
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Pode ainda referir-se que foi possivel obter uma maior quantidade de polissacaridos
por mg de massa seca de extrato liofilizado nos extratos de micélios e sobrenadantes
das culturas liquidas.

Pela analise de variancia (ANOVA) (Anexo J.ll, Tabelas J.I1.9 e J.I.10), relativamente
a concentracdo em polissacaridos extraidos das varias estirpes de corpos de
frutificacdo ndo se observaram diferencas significativas (p>0,05). As amostras de
micélios das culturas das estirpes de Mértola e S° Aleixo R. ndo apresentam
diferencas significativas entre si (p>0,05) e diferem significativamente (p<0,05) da
estirpe de Beja.

Nos resultados de concentracdo de polissacaridos presentes nos sobrenadantes das
culturas liquidas observaram-se diferencas significativas (p<0,05) entre estes extratos
e com as restantes amostras de extratos de corpos de frutificagcdo e micélios.

Em relacdo ao contetudo proteico presente nos complexos observaram-se maiores
diferencas significativas nos extratos de corpos de frutificacdo e sobrenadantes da
estirpe de S Aleixo R, apresentado valores de proteina significativamente superiores
(p<0,05) aos observados nos restantes extratos, diferindo significativamente (p<0,05)
entre si.

Os valores de concentracdo de complexos proteina-polissacéridos apresentados para
as amostras da espécie em estudo sdo da mesma ordem de grandeza do que 0s
complexos proteina-polissacéaridos extraidos de culturas de cogumelos comestiveis,
nomeadamente Coriolus versicolor (Arteiro et al. 2012; Arteiro et al. 2008; Tavares et
al. 2005). Podemos ainda observar que os complexos proteina-polissacaridos
aparecem em maior quantidade nos sobrenadantes, isto deve-se ao facto de estes
complexos, dependendo das condicbes de cultura, poderem ser excretados para o
meio. Outros estudos, efetuados com outras estirpes de Basidiomycetes referem
também que a presenca destes complexos é predominante nos sobrenadantes das

culturas (Arteiro et al. 2012; Salvador et al. 2013a; Salvador et al. 2012).
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Figura 3.20. Quantificacdo de polissacaridos e de proteina de extratos obtidos de: (a) corpos de
frutificacao, (b) micélios e (c) sobrenadantes. Os valores apresentados sdo a média + desvio padréo
de trés réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si
(p<0,05) para cada um dos parametros em analise de contetdo polissacaridico e proteico.

135



Producdo e atividade biolégica de compostos bioativos produzidos em culturas de A. ponderosa

Quanto a atividade antioxidante nos extratos de complexos PPS extraidos dos corpos
de frutificagdo, micélios e sobrenadantes, podemos observar pelas Figuras 3.21 e 3.22
que todos apresentaram capacidade antioxidante por ambos os métodos utilizados. Na
analise dos resultados de atividade antioxidante obtida nos complexos PPS, pelo
método do DPPH, verificou-se uma maior atividade antioxidante nos extratos de
micélios e sobrenadantes das culturas, nas estirpes de Beja e S Aleixo R. Os testes
de andlise de variancia (ANOVA) (Anexo J.lI, Tabelas J.1l.11 e J.lIl.12) mostraram 0s
extratos de complexos PPS extraidos dos corpos de frutificacdo e micélios ndo foram
significativamente diferentes (p>0,05). Os complexos extraidos dos sobrenadantes, as
estirpes de Beja e Mértola mostraram valores de atividade significativamente inferior as
restantes amostras (p<0,05), sem diferencas significativas (p>0,05) entre si. A atividade
antioxidante avaliada pelo método do B-caroteno/acido linoleico dos extratos de
complexos PPS extraidos dos corpos de frutificagdo e sobrenadantes das culturas
liquidas (Figura 3.22), pela analise de variancia observou-se uma maior atividade
antioxidante nas estirpes de Mértola e S® Aleixo R., com diferencas significativas entre
si (p<0,05). Nos extratos dos micélios verificou-se uma maior atividade antioxidante na
estipe de Mértola (p<0,05). Observa-se ainda que, contrariamente ao que sucede para
o0 método do DPPH, os extratos de complexos PPS extraidos dos sobrenadantes
mostram uma tendéncia para atividade SOD mais elevada (p<0,05), destacando-se os
extratos de Mértola e S" Aleixo R (p<0,05). Comparando os dois métodos de avaliagéo
da capacidade antioxidante, podemos constatar que para todas as amostras em
estudo se obtiveram maiores valores de atividade antioxidante, expressos em
concentracdo do mesmo antioxidante natural (ug ac. ascoérbico/mg peso seco de
extrato), para o método do [B-caroteno/ac. linoleico. A atividade antioxidante de
compostos polissacéridos avaliada por estes métodos tem sido descrita na bibliografia
para outras espécies de Basidiomycetes, nomeadamente P. ostreatus (Salvador et al.

2012; Venkatakrishnan et al. 2010) e C. versicolor (Arteiro et al. 2012).
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Figura 3.21. Atividade antioxidante presente extratos de complexos proteina-polissacaridos extraidos
de corpos de frutificacédo, micélios e sobrenadantes das estirpes de Beja, Mértola e S Aleixo R.,
avaliada pelo método do radical livie DPPH. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo de seis
réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 3.22. Atividade antioxidante determinada pelo método do B-caroteno/acido linoleico presente
nos extratos de complexos proteina-polissacaridos extraidos de corpos de frutificagdo, micélios e
sobrenadantes das estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os valores apresentados s&o a média +

desvio padrdo de seis reéplicas.
significativamente entre si (p<0,05).

Letras diferentes correspondem a amostras que diferem
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As Figuras 3.23 e 3.24 mostram os resultados referentes a atividade observada nos
extratos de complexos PPS, dos enzimas CAT e SOD, respetivamente, tendo-se
observado capacidade para mimetizar a atividade CAT e SOD em todos os extratos de
polissacaridos.

Os testes de analise de variancia (ANOVA) (Anexo J.ll, Tabelas J.I1.11 e J.11.12)
mostraram que os diferentes extratos apresentaram diferencas significativas para a
atividade de ambos os enzimas (p<0,05). Na andlise dos resultados da atividade de
CAT, observa-se que os extratos de complexos PPS obtidos corpos de frutificacao,
micélios e sobrenadantes da estirpe de Mértola apresentaram valores de atividade
enzimatica significativamente superiores (p<0,05) e os extratos obtidos para a estirpe
de Beja foram os que apresentaram valores mais baixo de atividade CAT com
diferencas significativas entre si (p<0,05). As estirpes de Mértola e S Aleixo R. foram
as que deram origem aos extratos de complexos PPS com maior atividade CAT
(p<0,05).

A atividade SOD foi superior para os extratos de Mértola e S Aleixo R. do que para a
estirpe de Beja (p<0,05). No entanto, observou-se uma tendéncia dos extratos das
culturas (micélios e sobrenadantes) apresentarem maior capacidade de mimetizacao
da atividade SOD do que os extratos dos corpos de frutificacdo, com diferencas
significativas entre as estirpes (p<0,05). Tal como observado nos extratos lipofilicos e
fendlicos, também os extratos de complexos PPS, obtidos das amostras de corpos de
frutificac@o e culturas, mostraram uma atividade SOD superior comparativamente com
a atividade CAT.

Os resultados obtidos neste estudo, de capacidade de mimetizagdo dos enzimas CAT
e SOD das culturas de A. ponderosa, corroboram com os estudos realizados
anteriormente com culturas de P. ostreatus (Salvador et al. 2012) e C. versicolor (Cui

& Chisti 2003).
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Figura 3.23. Atividade enzimatica do enzima catalase avaliada extratos de complexos proteina-
polissacaridos extraidos de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das estirpes de Beja,
Mértola e S Aleixo R.. Os valores apresentados s&o a média + desvio padrdo de trés réplicas.
Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 3.24. Atividade enzimatica do enzima superoxido dismutase avaliada extratos de complexos
proteina-polissacéaridos extraidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das estirpes
de Beja, Mértola e S® Aleixo R.. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo de trés
réplicas. Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si

(p<0,05).
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3.3.5 Analise do potencial antiproliferativo das culturas de A.

ponderosa

O potencial de antiproliferativo das culturas de A. ponderosa foi avaliado em culturas
de células utilizando a linha celular tumoral maméria humana MDA-MB-231 (Figura
3.25). O perfil de crescimento das células MDA-MB-231, na presenca de diferentes
concentracdes (1-500 pg mL™) de micélios (Figura 3.26 (a)) e sobrenadantes (Figura
3.26 (b)) das culturas de A. ponderosa evidencia que estes extratos exibem a
capacidade de reduzir a proliferagéo celular, em funcdo da concentragéo.

Um aumento da concentracdo dos extratos de micélios e sobrenadantes das culturas
de A. ponderosa (30-500 pg mL™) conduz a uma perda de viabilidade das células

MDA-MB-231 (Figura 3.25), evidenciando um efeito inibitério na proliferacao celular.

Figura 3.25. Efeito das amostras liofilizadas de sobrenadantes das culturas de A. ponderosa na
proliferacéo celular das células MDA-MB-231. As culturas de células MDA-MB-231 foram efetuadas
em placas de 96 pocos com a concentracdo de 2,5x10* células em meio DMEM com DMSO (a),
sobrenadante das culturas de A. ponderosa na concentracdo de 30 ug mL™ (b), 100 pg mL™ (c) e
500 ug mL™ (d).
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Figura 3.26. Curvas de crescimento da linha celular de cancro mamario humano (MDA-MB-231)
incubadas a diferentes concentracbes de micélios (a) e sobrenadantes (b) de culturas de A.
ponderosa das estirpes isoladas de Beja, Mértola e S Aleixo R..

A proliferacé@o celular foi avaliada em microplaca pela medicao da reducdo do MTT a cristais de
formazédo (A = 570 nm). Cada determinagdo representa trés ensaios independentes (n = 3)
efetuados em triplicado e os resultados foram expressos como percentagem de proliferagcéo celular
como média = DP.
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A proliferacao celular foi avaliada em microplaca pela medi¢do da redugcédo do MTT a
cristais de formazdo (A = 570 nm). Cada determinacdo representa trés ensaios
independentes (n = 3), cada um efetuado em triplicados. Os resultados foram
expressos como percentagem de proliferacéo celular como média + DP.

Os valores de ICs, (concentracdo inibitéria de 50% da proliferacdo celular) foram
determinados através dos valores de proliferacéo celular % obtidos para as diferentes
concentracdes das amostras (Tabela 3.1) (Anexo E, Figura E.1). Os extratos obtidos
de micélios e sobrenadantes das culturas da estirpe de A. ponderosa proveniente de
Mértola mostraram ser os mais eficientes na reducdo da capacidade de crescimento
das células MDA-MB-231, de acordo com os valores de ICs, inferiores obtidos de
96,708 + 1,046 e 88,963 + 1,048 pg mL™, respetivamente. Os micélios obtidos em
culturas de A. ponderosa de Beja e S Aleixo R. foram menos eficientes na reducéo da
capacidade de crescimento desta linha tumoral, apresentando valores de ICsq
semelhantes (p>0,05) (Anexo J.ll, Tabelas J.11.13 e J.11.14). Para o extrato obtido do
sobrenadante da cultura da estirpe de A. ponderosa de Beja obteve-se um valor de
ICsode 113,608 + 1,040 ug mL™, sendo esta amostra, seguidamente das amostras das
culturas da estirpe de Mértola, a mais eficiente na reducéo da proliferacdo celular
(p<0,05). O extrato de sobrenadante da estirpe de S* Aleixo R. apresentou o valor de
ICso mais elevado de 160,641 + 1,039 pug mL™ (p<0,05), evidenciando um potencial
antiproliferativo inferior comparativamente as restantes amostras. Desta forma
observou-se que as culturas de A. ponderosa da estirpe recolhida em Mértola séo as
que apresentam efeito antiproliferativo superior na linha celular utilizada, seguido das
culturas da estirpe recolhida em Beja e por Gltimo as culturas da estirpe de S* Aleixo

R..
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Tabela 3.1. Valores de ICsq de proliferacdo de células humanas MDA-MB-231 obtidos para as
amostras de micélios e sobrenadantes de A. ponderosa, quando incubadas com diferentes
concentracdes de extratos por 48 h.

Estirpes IC 50 (g mL_l)

Beja 147,026 + 1,039 °
Micélios liofilizados Mértola 96,708 + 1,046 "
S’ AleixoR. 150,929 + 1,058 2°
Beja 113,608 + 1,040 °
Sobrenadantes liofilizados Mértola 88,963 + 1,048 °
S’ AleixoR. 160,641 + 1,039 °

Cada determinagéo representa trés ensaios independentes (n = 3) efectuados em triplicado (ICso + DP).
Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).

O potencial antiproliferativo das amostras dos micélios das culturas de A. ponderosa
foi comparado com o farmaco comercial obtido de micélios de Trametes versicolor
(Coriolus — M.R.L. (ANEID ®)). Os resultados mostraram que as amostras de micélios
das culturas das trés estirpes de A. ponderosa apresentam um potencial
antiproliferativo maior do que este farmaco comercial apresentando este um valor de
ICs, significativamente superior, de 190,881 + 1.0201 pg mL™ (p<0,05).

Existem estudos acerca de outras espécies de cogumelos silvestres comestiveis,
como espécies pertencentes ao género Pleurotus sp., que mostraram efeitos
antitumurais contra alguns tipos de linhas tumorais humanas (Menikpurage et al.

2012).

Os cogumelos e culturas (micélios e sobrenadantes) de A. ponderosa mostraram
importantes atividades antioxidantes e uma capacidade antiproliferativa forte,
contribuindo para a diminuicAo de células tumorais MDA-MB-231 viaveis. As
propriedades antioxidantes e potencial antiproliferativo observado sugerem que
extratos obtidos de cogumelos e de culturas de A. ponderosa podem vir a ser
utilizados como uma importante fonte de compostos bioativos com potencial valor

medicinal.
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4.1 Introducéo

As doencas hepéticas cronicas sdo um importante problema de saude a nivel mundial,
constituindo uma das principais causa de morte nos paises ocidentais e em
desenvolvimento. As terapias desenvolvidas, com base nos principios da medicina,
carregam sobretudo o risco de efeitos adversos, e muitas vezes sdo demasiado caras,
tornando bastante atrativo o tratamento de doencas do figado com compostos
derivados de produtos naturais, acessiveis, e que ndo requerem sintese farmacéutica
laboriosa (Saleem et al. 2010).

Nos ultimos anos tém sido evidenciadas importantes propriedades medicinais em
muitas espécies de cogumelos comestiveis, cada vez mais valorizados como
alimentos funcionais, devido a presenca de muitos compostos bioativos, com
potenciais efeitos benéficos para a saide humana (Guillamén et al. 2010).

Alguns estudos referem que alguns cogumelos comestiveis podem ter um importante
efeito hepatoprotetor (Nitha et al. 2011; Refaie et al. 2010; Salvador et al. 2012),
caracterizado por proteger o figado submetido a lesdes celulares.

Estas lesGes hepaticas podem aparecer como consequéncia da perturbagdo do
figado, tais como a hepatite viral, a cirrose, assim como as lesdes produzidas pelo
alcool ou mesmo por medicamentos, como o paracetamol (Nitha et al. 2011). A fungéo
hepatica pode ser monitorizada através da quantificacdo de alguns parametros
enzimaticos, designadamente, nas atividades enzimaticas de transaminases, alanina
aminotransferases (ALT), aspartato-aminotransferases (ASP), fosfatases alcalinas
(ALP) e gama-glutamiltransferases (GGT). Estes enzimas sé&o libertados no sangue
em grandes quantidades quando ocorrem lesées na membrana do hepatdcito, pelo
gue tém grande significado na avaliacao de doencas hepaticas, apesar de ndo serem

especificos destas patologias.
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Neste capitulo procedeu-se a avaliacdo da toxicidade aguda dos corpos de
frutificacdo, culturas e extratos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS, obtidos
utilizando dois modelos bioldgicos, com determinacdo da letalidade em Artémia salina
(LCs0) e da dose letal murganhos Swiss (LDs). Investiga-se também o possivel efeito
hepatoprotetor dos micélios de A. ponderosa em ratos Wistar, com administracao
prolongada das amostras, por via oral, e posterior intoxicacdo aguda com etanol, com

determinagéo das atividades enziméaticas séricas ALT, AST, ALP e GGT.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Amostras

As amostras dos corpos de frutificacdo recolhidas em Beja, Mértola e S Aleixo R.
foram preparadas como descrito na sec¢ao 3.2.1.

As culturas de A. poderosa foram preparadas a partir dos isolados de Beja, Mértola e
S® Aleixo R., como descrito nas secgdes 3.2.2 e 3.2.2.1.

Os estratos lipofilicos, obtidos dos corpos de frutificacdo e micélios das culturas das
estirpes isoladas de A. ponderosa dos locais acima referidos, foram preparados como
descrito na secgéo 3.2.3.

Os extratos de compostos fendlicos e complexo PPS, obtidos dos corpos de
frutificacdo e culturas (micélios e sobrenadantes) das estirpes isoladas de A.
ponderosa dos locais referidos, foram preparados como descrito nas secagdes 3.2.4 e

3.2.5, respetivamente.

4.2.2 Avaliacado da letalidade em Artemia salina

A letalidade das amostras de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das trés
estirpes isoladas e dos extratos de compostos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS,
foi avaliada em Artemia salina (Artoxkit M™, Microbiotest).

Para avaliacdo da letalidade das referidas amostras, colocaram-se 900 pL de meio
salino (Anexo F, Tabela F.1) e 100 pL de amostra em cada po¢o. Em cada poco
colocaram-se 10 nauplios (no |I/ll estado larval), previamente reidratadas e
desenvolvidas a partir dos cistos, que foram colocados em meio salino, na auséncia de
luz, a 24°C, durante 48 h (Figura 4.1 (a), (b) e (c)). Procedeu-se a incubacéo da placa
na auséncia da luz, a 25°C, durante 24 h. Posteriormente efetuou-se a contagem do
namero de microcrustaceos imobilizados em cada um dos pocos (Figura 4.1 (d))

(Aradjo & Nascimento 2000; Hartl & Humpf 2000). As amostras de diferentes extratos
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foram testadas na concentracdo de 1 mg mL™. Foram efetuadas trés réplicas para

cada um dos compostos testados.

Figura 4.1. Ensaio de toxicidade em A. salina: placa com nauplios eclodidos ap6s periodo de
incubacéo (a), exemplar de nauplio observado a lupa (ampliagéo de 400x) (b), esquema de placa de
ensaio (c), observacdo de nauplios no poc¢o de ensaio (d).

Utilizou-se o dicromato de potassio (K,Cr,0O;) como controlo positivo (10 e 100 mg L™),
com determinacdo do valor de concentragéo letal para 50% da populagdo (LCso —
lethal concentration 50%) (Anexo F, Figura F.1), e uma solucdo de agua do mar como
controlo negativo. O valor de LCs, para o dicromato de potassio foi determinado

usando a correlacdo dose-resposta, utilizando a seguinte equacao:

A -4
1+
1 + 10ogXe—X)p

y=4

em que A, e A; sdo, respetivamente, as respostas maxima e minima de Artemia salina
com uma amostra controlo, p é o parametro de declive da curva dose-resposta, X € a
concentracdo usada e log X, € a concentracao que corresponde a 50 % da toxicidade.
Este modelo n&o linear foi ajustado utilizando o software Origin Pro 9.0 (OriginLab®

Corporation, 2013).
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4.2.3 Estudos em modelos animais

4.2.3.1 Animais

O estudo de toxicidade aguda foi efetuado em murganhos albinos Swiss (Mus
musculus), do sexo masculino, com 8 semanas de idade, de peso médio de 40 £ 5 g.
A avaliacdo do efeito hepatoprotetor foi efetuada utilizando-se ratos Wistar adultos
(Rattus norvegicus), do sexo masculino, com 12 semanas e peso médio de 180 + 20 g,
apo6s inducao da toxicidade com uma dose aguda de etanol.

Os animais foram mantidos nas condi¢cdes de temperatura controladas (23 + 1°C), com
12h luz/12h escuro, no qual tinham acesso livre a comida e agua, sendo apenas
mantidos em jejum durante as 24 h anteriores ao sacrificio. Todos os procedimentos
envolvendo manuseamento dos animais foram seguidos por um investigador
competente, de acordo com as recomendacdes da Direcdo Geral de Veterinaria
(Portaria 1005/92 23 de Outubro) e da FELASA n°020/08 (Federation of European

Laboratory Animal Science Association).

4.2.3.2 Avaliagdo da toxicidade aguda em murganhos Swiss

A avaliacdo da toxicidade aguda, das amostras de corpos de frutificacéo recolhidas em
Beja e micélios das culturas das estirpes isoladas de Beja, Mértola e S® Aleixo R., foi
realizada utilizando murganhos Swiss (Figura 4.2 (a)), com avaliagdo do screening
farmacologico e determinacdo da dose letal de 50% (LDs, — lethal dose 50%), de
acordo com o up and down, OCDE 425, estabelecido pela Organizacdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE 2001).

Os animais foram divididos em cinco grupos e deixados em jejum 24h antes do ensaio,
com agua a descricao (Figura 4.2 (c)). As amostras dos corpos de frutificacdo secos e
micélios liofilizados foram administrados por via oral, com o auxilio de uma sonda

gastrica (Figura 4.2 (b)), na concentracdo de 2000 mg kg™, utilizando agua destilada
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como veiculo. O grupo 1, controlo negativo, foi administrado com o veiculo (agua
destilada). O grupo 2 foi administrado com amostra de corpos de frutificacdo
recolhidos em Beja. Os grupos 3, 4 e 5 foram administrados com o0s micélios
liofilizados das estirpes de A. ponderosa provenientes de Beja, Mértola e S® Aleixo da
Restauracao, respetivamente.

O comportamento, conduta e atividade basal dos animais no screening farmacoldgico,
foi efetuado as 0, 1, 2, 4, 6 e 24 h ap6s administracdo oral das amostras. Os testes
basearam-se em: testes de reflexos (pineal, corneal, postura, ipsolateral anterior e
posterior), testes de atividade motora (catalepsia, tracdo) e observacdo de conduta
(agressividade, passividade e temor) (Figura 4.2 (d), (e) e (f)).

Os animais foram mantidos em observacdo durante 15 dias (OCDE 2001), e durante
esse tempo foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (23 £ 1°C), 12h
luz/12h escuro, com livre acesso a comida e agua ad libitum (Jayakumar et al. 2006;

Lu et al. 2007).

Figura 4.2. Ensaio de toxicidade de murganhos Swiss: representacdo de murganho Swiss do ensaio
(a), administracdo oral das amostras (b), gaiola na qual os murganhos foram mantidos durante o
ensaio (c), e testes de screening farmacoldgico, nomeadamente reflexo pineal (d), teste de tracdo (e) e
atividade motora (f).
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4.2.3.3 Avaliagao do efeito hepatoprotetor in vivo

O efeito hepatoprotetor das amostras de corpos de frutificacdo recolhidas em Beja e
micélios das culturas das estirpes isoladas de Beja, Mértola e S® Aleixo R., foi
avaliado em ratos Wistar, ap0s intoxicacdo induzida por uma dose aguda de etanol.
Foram efetuados onze grupos constituidos por seis animais cada. Os animais foram
administrados oralmente com auxilio de sonda géstrica, durante 10 dias (Figura 4.3
(a), (b), (c)). O grupo 1, controlo negativo, recebeu apenas o veiculo (dgua destilada).
O grupo 2, controlo positivo, recebeu apenas veiculo durante os 10 dias de ensaio e,
posteriormente, submetido a intoxicagdo aguda com etanol. O grupo 3, grupo padrao,
foi tratado com o farmaco contendo silimarina (0,2 g Kg™). Os grupos 4 a 11, grupos
teste, foram administrados com uma dose diéria de 0,5 g Kg* de cada amostra, corpos
de frutificacdo secos e micélios liofilizados, utilizando agua destilada como veiculo,
durante os 10 dias do ensaio. Os grupos 4 e 5 foram administrados com amostra de
cogumelo A. ponderosa de Beja, os grupos 6 e 7 foram administrados com micélio das
culturas da estirpe de Beja, os grupos 8 e 9 foram administrados com micélio da
estirpe de Mértola, os grupos 10 e 11 foram administrados com micélio da estirpe de
S® Aleixo R.

Os grupos 5, 7, 9 e 11 foram usados como grupos teste-controlo, para cada uma das
amostras em estudo, para avaliagdo da toxicidade dos corpos de frutificacdo e
micélios de A. ponderosa apds administragcéo prolongada.

Apos os 10 dias de ensaio per os, foi descontinuada a disponibilidade de comida para
todos os grupos. De modo a avaliar o efeito hepatoprotetor das culturas, os animais do
grupo 2 (controlo positivo), grupo 3 (grupo padrdo) e dos grupos teste (grupos 4, 6, 8 e
10) foram administrados oralmente com uma dose aguda de etanol de 5,0 g Kg*
diluido em agua destilada (6:4 v/v), provocando assim intoxicacdo aguda (Lu et al.
2007; Refaie et al. 2010). Os restantes grupos n&o foram administrados com etanol.
Apbs 18h de administracdo da dose aguda de etanol, os animais foram anestesiados e

o sangue foi recolhido por puncéo do plexus retro-orbital (Figura 4.3 (d)). O sangue foi
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recolhido em tubo seco, incubado 60 min a temperatura ambiente, e o soro foi
separado por centrifugacdo a 2.500 rpm a temperatura ambiente, durante 15 min. Os
soros foram separados em aliquotas e conservados a -20°C, para posterior analise
dos varios parametros bioquimicos (Lu et al. 2007).

A concentracdo sérica dos enzimas alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamiltransferase (GGT)
foram determinadas com kits comerciais (Sentinel Diagnostics), por espectrometria
utilizando um espectrofotometro de UV-Vis (Perkin Elmer Lambda 25).

Os resultados de atividade enzimatica foram expressos em U L*, sendo U uma
unidade de atividade enzimatica (concentracdo de enzima para a qual ocorre a

formacgéao de 1 umol de substrato por minuto).

Figura 4.3. Ensaio de avaliacdo do efeito hepatoprotetor em ratos Wistar: representacdo de
administracdo oral das amostras por sonda gastrica (a), gaiola na qual os animais foram mantidos
durante o tempo de ensaio (b), rato Wistar do ensaio (c) e recolha das amostras de sangue obtidas
por puncao do plexus retro-orbital (d).
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4.2.3.3.1 Determinagao cinética de aspartato-aminotransferase (AST)

O enzima AST (EC 2.6.1.1) catalisa a reacdo de transaminacdo entre o 4cido L-

aspartico e o 2-oxoglutarato, com a formacao de acido L-glutamico e oxaloacetato:

. . AST . a
acido L-aspartico + 2-oxoglutarato — acido L-glutamico + oxaloacetato

A atividade enzimatica AST pode ser determinada espectrofotometricamente com
base na reagdo acoplada do oxaloacetato com NADH, na presenca de malato-

desidrogenase (MDH), de acordo com a seguinte reacao:

MDH
oxaloacetato + NADH — S-malato + NAD+

Numa célula de espectrofotometro adicionou-se 0,10 mL de amostra (soro) a 1,0 mL
de uma solucdo tampé&o contendo malato desidrogenase (>1 kU/L). Homogeneizou-se
e incubou-se durante 1 min, a 37°C e adicionou-se 0,10 mL de uma solugdo de NADH
na concentracdo de 2,5 mmol L™. Apds homogeneizacéo, a reacéo foi seguida a 340
nm, durante 5 min. A atividade enzimatica AST corresponde a um decréscimo no valor
da absorvancia, proporcional a velocidade de oxidagdo do NADH na mistura reacional,

tendo sido calculada pela expressao:
Atividade Enziméatica (U/L) = AA/min x F

O fator de converséo (F) para 340 nm foi de 1905 (Sentinel Diagnostics)

4.2.3.3.2 Determinacgao cinética de alanina-aminotransferase (ALT)

O enzima ALT (EC 2.6.1.2) promove a transferéncia de grupos amina entre a L-alanina
e 0 2-oxoglutarato, com a formacao de acido L-glutamico e piruvato, de acordo com a

seguinte reagao:

ALT
L-alanina + 2-oxoglutarato — &cido L-glutamico + piruvato
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O piruvato formado, na presenca de lactato desidrogenase (LDH), reage com NADH,

com formacéo de &cido lactico e NAD+ em quantidades equivalentes.

LDH
piruvato + NADH — acido lactico + NAD+

Numa célula de espectrofotémetro adicionou-se 0,10 mL de amostra (soro) a 1,0 mL
de uma solucdo de lactato desidrogenase (6 kU/L). Homogeneizou-se e incubou-se
durante 1 min, a 37°C e adicionou-se 0,10 mL de uma solugdo de NADH na
concentracdo de 2,5 mmol L*. Apdés homogeneizacdo, seguiu-se a cinética de
degradagdo do NADH a 340nm, durante 5 min. A atividade enzimatica ALT
corresponde a um decréscimo no valor da absorvancia, sendo esta diminuicdo
proporcional & velocidade de oxidagcdo do NADH na mistura reacional, calculada pela

expressao:
Atividade Enziméatica (U/L) = AA/min X F

O fator de converséao (F) para 340 nm foi de 1905 (Sentinel Diagnostics)

4.2.3.3.3 Determinacéo cinética de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade enzimatica ALP (EC 3.1.3.1) foi determinada espectrofotometricamente
pela reacdo de hidrélise, em meio alcalino, de um monoéster fosférico, o p-

nitrofenilfosfato, com formacéo de fosfato e de p-nitrofenol:

ALP
p-nitrofenilfosfato + H,O ~ p-nitrofenol + fosfato

Numa célula de espectrofotometro adicionou-se 0,02 mL de amostra (soro) a 1,0 mL
de uma solucéo alcalina (pH 10,0) de cloreto de magnésio 0,5 mmol L™ e &cido
cloridrico 0,1 mol L*. Homogeneizou-se e incubou-se durante 1 min, a 37°C e
adicionou-se 0,25 mL de uma solucdo de p-nitrofenilfosfato na concentracdo de 0,05

mmol L. Ap6s homogeneizagéo determinou-se a variagdo da absorvancia a 405 nm,
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durante 5 min. A atividade enzimatica ALP correspondeu a um aumento no valor da
absorvancia, sendo esta variacdo proporcional a velocidade de formacdo de p-

nitrofenol na mistura reacional, calculada pela expresséo:
Atividade Enzimética (U/L) = AA/min x F

O fator de converséao (F) para 405 nm foi de 3433 (Sentinel Diagnostics)

4.2.3.3.4 Determinacéo cinética de gama-glutamiltransferase (GGT)
Para quantificar a presenca GGT (EC 2.3.2.2) numa amostra biolégica promoveu-se a

reacdo entre um derivado da gama-glutamil-p-nitroanilida com glicilglicina, com

formacao de um residuo de 4-amino-2-nitrobenzoato.

GGT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina — L-y-glutamilglicilglicina +

4-amino-2-nitrobenzoato

Numa célula de espectrofotometro adicionou-se 0,1 mL de amostra (soro) a 1,0 mL de
glicilglicina 0,1 mol L™. A mistura foi homogeneizada e incubada durante 1 min, a 37°C
e adicionaram-se 0,25 mL de uma solugdo de y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida na
concentragdo de 0,01 mmol L. Ap6s homogeneizagdo da mistura, a cinética de
formacdo foi avaliada a 405 nm, durante 8 min. A atividade enziméatica GGT
correspondeu ao aumento da absorvancia por unidade de tempo, o qual foi
proporcional a velocidade de formagdo de 4-amino-2-nitrobenzoato na mistura

reacional e calculada pela expresséo:
Atividade Enzimética (U/L) = AA/min x F

O fator de converséao (F) para 405 nm foi de 1421 (Sentinel Diagnostics)
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424 Anédlise estatistica

A curva dose resposta e o valor de LCsq para o dicromato de potassio foram
determinados utilizando o software OriginPro 9.0 (OriginLab® Corporation, 2013).

A comparacao dos resultados de atividades enzimaticas, ALT, AST, AL e GGT, foi
efetuada por andlise descritiva, com determinacdo da média e desvio padréo e analise
de variancia (ANOVA - One way), usando o programa SPSS® 21.0 para Windows
Copyright®, Microsoft Corporation. A homogeneidade das variancias populacionais foi
confirmada pelo teste de Levene e a comparacdo multiplas de médias foi efetuada
pelo teste de Tukey. A significAncia dos valores estabeleceu-se para um intervalo de

confianga de 95% (p<0,05).
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Avaliacdo da letalidade em A. salina dos corpos de frutificacéo,

culturas e extratos bioativos

A toxicidade dos corpos de frutificagdo, culturas e extratos lipofilicos, fendlicos e
complexos PPS foi avaliada em ensaios em A. salina (Figuras 4.4 a 4.7). O dicromato
de potassio (K,Cr,05) utilizado como controlo positivo, ha concentragéo de 100 mg L™
causou 87,53% de mortalidade. A curva de dose resposta obtida (Anexo F, Figura F.1)
mostra que o valor de concentrac@o correspondente a 50% de viabilidade de A. salina
(LCso) foi de 51,55 + 1,04 mg L, No controlo negativo, preparado com agua do mar,
ndo se observou mortalidade de A. salina, nas mesmas condi¢des de ensaio.

As Figuras 4.4 a 4.7 mostram os resultados obtidos para as referidas amostras. As
amostras secas de corpos de frutificagdo ndo apresentaram nenhuma toxicidade, com
valores de mortalidade inferior a 0,3% (Figura 4.4). Os micélios e sobrenadantes
liofilizados das culturas liquidas mostraram uma baixa toxicidade, com valores de
mortalidade inferior a 3% e 2%, respetivamente (Figura 4.4).

Os resultados referentes aos extratos lipofilicos estao apresentados na Figura 4.5. Os
compostos lipofilicos extraidos dos corpos de frutificagdo mostraram baixa toxicidade,
com valores inferiores a 3% de mortalidade, e os extratos lipofilicos extraidos dos
micélios das culturas apresentaram toxicidade ainda mais baixa, sendo inferior a 1,5%

de mortalidade.
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Amostras liofilizadas
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Figura 4.4. Registo da mortalidade em A. salina para amostras liofilizadas de corpos de frutificacéo,
micélios e sobrenadantes das culturas das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo R., com a

concentrac&o no pogo de 1 mg mL™. Os valores apresentados s&o a média + desvio padrdo de trés
réplicas.
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Figura 4.5. Registo da mortalidade em A. salina para amostras de extratos de compostos lipofilicos
obtidos de corpos de frutificacdo e micélios das culturas das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo

R., com a concentracdo no poco de 1 mg mL™. Os valores apresentados sdo a média + desvio
padrao de trés réplicas.
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Os resultados dos ensaios de avaliacao de toxicidade em A. salina para 0s compostos
fendlicos totais, extraidos dos corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes de A.
ponderosa, estdo apresentados na Figura 4.6. Os extratos fendlicos totais extraidos
dos corpos de frutificacdo mostraram toxicidade relativamente baixa, com valores
inferiores a 6% de mortalidade. Os extratos de compostos fendlicos totais, extraidos
dos micélios e sobrenadantes das culturas liquidas, apresentaram toxicidade baixa

sendo esta inferior a 3% e 4% de mortalidade, respetivamente.

Extratos fendlicos totais
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Figura 4.6. Registo da mortalidade em A. salina para amostras de extratos de compostos fendlicos
totais obtidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das culturas das estirpes de Beja,

Mértola e S® Aleixo R., com a concentracéo no poco de 1 mg mL™. Os valores apresentados sdo a
média + desvio padrdo de trés réplicas.

Os resultados de toxicidade em A. salina dos extratos de complexos PPS, extraidos
dos corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes de A. ponderosa, estédo
apresentados na Figura 4.7. Observou-se que nos extratos de complexos PPS

extraidos das diferentes amostras de corpos de frutificacdo apresentaram toxicidade
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bastante baixa, com valores inferiores a 6% de mortalidade. Os extratos de complexos
PPS extraidos dos micélios e sobrenadantes das culturas apresentaram toxicidade
ainda mais baixa que os extratos PPS dos corpos de frutificacdo, obtendo-se valores

inferiores a 4% e 5% de mortalidade, respetivamente.

Extratos de PPS
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Figura 4.7. Registo da mortalidade em A. salina para amostras de extratos de complexos PPS
obtidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das culturas das estirpes de Beja,

Mértola e S® Aleixo R., com a concentracdo no pogo de 1 mg mL™. Os valores apresentados s&o a
média + desvio padréo de trés réplicas.

Entre os bioensaios mais utilizados na avaliacédo prévia de diversos extratos de plantas
ou fungos, encontra-se a toxicidade sobre A. salina, que se caracteriza por ser de

baixo custo, rapido e nao exigir técnicas assépticas (Bastos et al. 2009; Siqueira et al.

1998).
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4.3.2 Avaliacdo da toxicidade aguda dos corpos de frutificagcdo e

micélios das culturas em murganhos Swiss

A toxicidade dos corpos de frutificacdo e dos micélios das culturas de A. ponderosa foi
avaliada em murganhos Swiss pelo método up and down (OCDE 2001), com vista a
estimar o valor de LDs,. A administracdo oral das amostras de corpos de frutificacao
de A. ponderosa de Beja e dos micélios liofilizados das culturas de A. ponderosa de
Beja, Mértola e S™ Aleixo R., na concentracdo de 2000 mg Kg™, ndo apresentou sinais
de toxidade aguda, ndo se tendo observado morte de nenhum dos murganhos
administrados.

No screening farmacolégico, baseado em testes de reflexos (pineal, corneal, postura,
ipsolateral anterior e posterior), testes de atividade motora (catalepsia, tracdo) e
observacdo de conduta (agressividade, passividade e temor), os animais mostraram
um comportamento normal a nivel motor, cognitivo e sensorial, durante as primeiras
24h de ensaio, ndo apresentando sinais de toxicidade. Assim, podemos afirmar que os
extratos ndo apresentaram toxicidade para a dose testada, com valores de LDsg
superior a 2000 mg Kg™.

De acordo com as normas da OCDE deve administrar-se uma dose méaxima de 2000
mg Kg™ ou 5000 mg Kg™* (OCDE 2001). No entanto, neste estudo, néo foi possivel
administrar a concentracdo de 5000 mg kg™, dada a baixa solubilidade das amostras
liofilizados em solucéo aquosa e baixo peso seco, levando a que o volume de amostra
necessaria seria demasiado elevado e nao seria possivel dissolver no volume maximo

de veiculo que o animal pode consumir numa dose.
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4.3.3 Avaliacdo do efeito hepatoprotetor dos corpos de frutificacdo e

micélios das culturas

O efeito hepatoprotetor dos corpos de frutificacdo e dos micélios de culturas liquidas
de A. ponderosa (0,5 g Kg™), foi avaliado in vivo utilizando ratos Wistar como modelo
animal, por intoxicacéo aguda com etanol (5,0 g Kg™). O grau de toxicidade e possivel
efeito hepatoprotetor das amostras foram determinados através da avaliagdo de
diversos parametros bioquimicos, tais como as transaminases do soro (AST e ALT), a
fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamiltransferase (GGT).

Nas Figuras 4.8 a 4.11 estdo representados os valores das atividades enziméticas
ALT, AST, ALP e GGT nos soros dos animais em estudo em presenga de corpos de
frutificacdo de A. ponderosa e micélios das culturas das diferentes estirpes,
comparativamente com o0s controlos positivo (etanol) e negativo (veiculo). Os
resultados obtidos para os grupos teste foram comparados com o grupo padréo, o
farmaco cujo principio ativo a silimarina possui efeito hepatoprotetor comprovado
(Pradhan & Girish 2006). Neste estudo observou-se que 0s grupos teste apresentaram
valores de atividade semelhantes com o grupo padrdo, para todos os enzimas
analisados. O grupo teste ao qual foi administrado corpos de frutificagcéo, teve também
a finalidade de servir como comparacdo com 0s grupos teste de micélios, tendo-se
observado valores semelhantes de atividade entre estes grupos. Os grupos controlo
para cada amostra testada (grupos teste controlo) apresentaram valores de atividade
semelhante aos grupos teste, ou em alguns casos ligeiramente mais baixa, e também
semelhante & atividade do grupo controlo negativo, permitindo excluir qualquer efeito
toxico da administracao prolongada das amostras de corpos de frutificacdo e micélios
de A. ponderosa.

A lesdo hepdética induzida pela administragdo de etanol causou um aumento
significativo nos enzimas séricos AST, ALT, ALP e GGT (Figuras 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11).

O aumento do nivel destes enzimas séricos € um indicador convencional de lesdo
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hepética. A elevacdo das atividades ALT, AST, ALP e GGT foi significativamente
antagonizada pela administracdo prévia das amostras de corpos de frutificacdo e de
micélios de A. ponderosa de Beja, Mértola e S Aleixo R. O estudo de analise de
varidncia (ANOVA) (Anexo J.llIl, Tabelas J.lll.L1 e J.lll.2), com a comparagdo dos
valores de atividade dos enzimas séricos em estudo, foi efetuado de forma a
compreender se existe uma variacdo significativa de médias entre 0s grupos
estudados.

Os enzimas aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT) sdo
enzimas hepéticos, de fase aguda, que se expressam no soro sanguineo apés lesao
do hepatdcito, ao fim de aproximadamente 18 h. As Figuras 4.8 e 4.9 apresentam 0s
resultados das atividades enzimaticas da AST e ALT, observando-se que 0S grupos
administrados com as amostras de corpos de frutificacdo e micélios de A. ponderosa
os valores de atividade ndo séo alterados pela administragdo do etanol, como se
observa também no caso do grupo administrado com silimarina e grupo controlo
negativo. Observou-se um aumento das atividades dos enzimas AST e ALT apds
administracdo do etanol nos animais do grupo 2 (controlo positivo), apresentando
diferencas significativas quando comparado com o grupo 1 (controlo negativo)
(p<0,05), com o grupo 3, ao qual foi administrado previamente silimarina (p<0,05),
bem como com todos os grupos teste e teste controlo, nos quais 0s animais foram
administrados com corpos de frutificagdo ou micélios de culturas de A. ponderosa
(p<0,05). Observou-se ainda uma tendéncia para a diminuicdo dos valores de
atividade AST e ALT nos animais previamente administrados com as amostras de A.
ponderosa referidas, comparativamente com o grupo controlo negativo, no entanto, as
diferencas observadas néo foram significativas (p>0,05).

Relativamente a atividade do enzima AST (Figura 4.8), todos os grupos teste e teste
controlo, administrados com amostras, ndo apresentaram varia¢cdes significativas

gquando comparados com o grupo 1 (controlo negativo) (p>0,05) e apresentaram
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valores significativamente inferiores que o grupo administrado com silimarina (grupo 3)

ou controlo positivo (grupo 2) (p<0,05).
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Figura 4.8. Efeito dos extratos liofilizados de A. ponderosa na atividade do enzima sérico AST. C —
controlo negativo, E — etanol (controlo positivo), S — silimarina (0,2 g Kg™) + etanol, CF — corpo de
frutificacdo de A. ponderosa (0,5 g Kg™) + etanol; CFC — corpo de frutificacdo de A. ponderosa (0,5 g
Kg'l); MB, MM e MS - micélio liofilizado das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo R.,
respetivamente, (0,5 g Kg™) + etanol; MBC, MMC e MSC - micélio liofilizado das estirpes de Beja,
Mértola e S° Aleixo R., respetivamente, (0,5 g Kg'). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).

No caso do enzima ALT (Figura 4.9), observou-se que a reducdo da atividade foi
significativa para os grupos teste controlo administrados com corpos de frutificagéo,
micélios de Beja e S® Aleixo R. (grupos 5, 7 e 11), e do grupo teste administrado com
micélio de S® Aleixo R. (grupo 10) (p<0,05), quando comparados com o grupo 1
(controlo negativo). Os valores de atividade dos grupos teste e teste controlo ndo

apresentaram diferencas significativas comparativamente ao grupo padrao (p>0,05).
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A relacdo AST/ALT é um indicador da extensdo das lesdes hepaticas, dado que a ALT
€ um enzima citoplasmatico, enquanto que, a AST é um enzima citoplasmatico e
ribossomal. Os valores do quociente AST/ALT obtidos nos grupos teste foram
semelhantes aos observados para o controlo negativo e para o0 grupo padrdo
administrado com silimarina e bastante inferiores aos observados para o controlo
positivo, sugerindo um efeito hepatoprotetor dos cogumelos e micélios das culturas,

apos intoxicacdo com o etanol.
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Figura 4.9. Efeito dos extratos liofilizados de A. ponderosa na atividade do enzima sérico ALT. C —
controlo negativo, E — etanol (controlo positivo), S — silimarina (0,2 g Kg™) + etanol, CF — corpo de
frutificacéo de A. ponderosa (0,5 g Kg™) + etanol; CFC — corpo de frutificagéo de A. ponderosa (0,5 g
Kg'); MB, MM e MS - micélio liofilizado das estirpes de Beja, Mértola e S° Aleixo R.,
respetivamente, (0,5 g Kg™) + etanol; MBC, MMC e MSC - micélio liofilizado das estirpes de Beja,
Mértola e S° Aleixo R., respetivamente, (0,5 g Kg?). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).
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Os valores de atividade dos enzimas fosfatase alcalina (ALP) e gama-
glutamiltransferase (GGT) mostraram um aumento significativo de atividade enzimatica
no controlo positivo (p<0,05), comparativamente aos grupos teste e teste controlo
(corpos de frutificagdo e micélios), padréo silimarina e controlo negativo. De modo
analogo ao que se observou para 0s enzimas ALT e AST, os valores de atividade
obtidos para os grupos teste e teste controlo ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (p>0,05), nem quando comparados com o padréo silimarina e
com o controlo negativo (p>0,05).

No enzima ALP (Figura 4.10) verificou-se que do grupo teste administrado com corpos
de frutificacdo de A. ponderosa apresenta valor de atividade estatisticamente superior
(p<0,05) ao observado para o grupo do controlo negativo, no entanto, este facto pode-
se considerar de menor importancia uma vez que este grupo também ndo apresenta
diferencas significativas relativamente ao farmaco padréo silimarina (p>0,05).
Relativamente aos resultados do enzima GGT (Figura 4.11), os grupos teste controlo
das amostras de corpos de frutificacdo e micélio de Mértola apresentam valor de
atividade enzimatica significativamente inferior comparativamente ao padréo silimarina

(p<0,05).
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Figura 4.10. Efeito dos extratos liofilizados de A. ponderosa na atividade do enzima sérico ALP. C —
controlo negativo, E — etanol (controlo positivo), S — silimarina (0,2 g Kg™) + etanol, CF — corpo de
frutificacéo de A. ponderosa (0,5 g Kg™) + etanol; CFC — corpo de frutificagéo de A. ponderosa (0,5 g
Kg'l); MB, MM e MS - micélio liofilizado das estirpes de Beja, Mértola e S* Aleixo R.,
respetivamente, (0,5 g Kg™) + etanol; MBC, MMC e MSC - micélio liofilizado das estirpes de Beja,
Mértola e S Aleixo R., respetivamente, (0,5 g Kg™). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).

Os enzimas ALP e GGT sao enzimas de resposta lenta, normalmente indicando
doengas subagudas ou cronicas, ndo sendo o enzima ALP especifico do figado. No
entanto, os resultados sugerem que a administracdo de uma dose aguda de etanol
causa alteracdes significativas na atividade da ALP e GGT, mas a administragéo
prolongada das amostras de corpos de frutificacdo e micélios de A. ponderosa e de
farmacos com o principio ativo silimarina, contribui para uma reducéo significativa nos

niveis sanguineos destes enzimas, sugerindo um efeito protetor nas células hepaticas.
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Figura 4.11. Efeito dos extratos liofilizados de A. ponderosa na atividade do enzima sérico ALT. C —
controlo negativo, E — etanol (controlo positivo), S — silimarina (0,2 g Kg™) + etanol, CF — corpo de
frutificacdo de A. ponderosa (0,5 g Kg™) + etanol; CFC — corpo de frutificacdo de A. ponderosa (0,5 g
Kg'); MB, MM e MS - micélio liofilizado das estirpes de Beja, Mértola e S*° Aleixo R.,
respetivamente, (0,5 g Kg™) + etanol; MBC, MMC e MSC - micélio liofilizado das estirpes de Beja,
Mértola e S° Aleixo R., respetivamente, (0,5 g Kg'). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).

Os resultados mostraram que as amostras foram eficazes na reducdo de danos no
figado, em ratos Wistar, induzidas por etanol, apresentando um efeito hepatoprotetor
semelhante ao farmaco padrao silimarina.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com estudos realizados com outros
Basidiomycetes, Antrodia camphorata e Armillariella tabescens, cujos micélios
apresentaram efeito hepatoprotetor in vivo (Lu et al. 2007). Outros estudos realizados
com corpos de frutificacdo de Pleurotus ostreatus também confirmam os resultados

obtidos (Jayakumar et al. 2006). Também os complexos proteina-polissacarido obtidos
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a partir de culturas de P. ostreatus apresentaram efeito protetor na prevencéo de
hepatotoxicidade induzida pelo tetracloreto de carbono (Nada et al. 2010), pela
tioacetamida (Refaie et al. 2010) e pelo etanol (Salvador et al. 2012). Mais
recentemente, um estudo de atividade gastroprotetora em ratos, de extratos de
polissacéaridos obtidos de corpos de frutificacdo de P. ostreatus, mostrou que a
administracéo oral dos extratos provocou uma inibicao significativa de lesbes gastricas
induzidas pelo acido acético (Yang et al. 2012).

Apesar do mecanismo de acdo pelo qual estes cogumelos exercem o seu efeito
hepatoprotetor ou gastroprotetor ndo ser ainda conhecido, pensa-se que 0S seus
compostos bioativos, entre 0s quais 0s polissacaridos, possam constituir futuros

agentes terapéuticos no tratamento de lesGes hepaticas (Ho et al., 2008).

Os cogumelos e micélios de culturas de A. ponderosa ndo mostraram efeitos téxicos
quando administrados per os em murganhos Swiss na concentracdo de 2000 mg kg™
(LDsp >> 2000 mg kg™). Adicionalmente a administracéo oral (durante 10 dias) em
ratos Wistar revelou um efeito hepatoprotetor.

Assim, o0s resultados apontam para a possibilidade de utilizacdo destes

cogumelos/micélios como suplementos alimentares, nutracéuticos, coadjuvantes no

tratamento de doencas hepaticas.
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5.1 Introducao

Os fungos do filo Basidiomycota tém sido alvo de grande interesse, pelo facto de
possuirem na sua constituicdo um elevado nimero de compostos biologicamente
ativos, tais como polissacaridos, glicoproteinas, triterpenos, entre outros (Wasser
2002). Neste sentido os cogumelos tém sido utilizados ndo s6 como fontes de alimento
mas também como fontes de compostos com propriedade medicinais (Aida et al. 2009;
Reis et al. 2012a).

Como referido anteriormente, alguns cogumelos e/ou o0s seus extratos,
nomeadamente extratos de polissacarido, sdo comercializados como suplementos
alimentares, devido as suas propriedades antitumorais e imunomoduladoras e sdo
usadas como suplementos alimentares ou alimentos funcionais no sentido de
promover a melhoria, prevengdo ou tratamento de algumas doencas (Synytsya et al.
2009; Vaz et al. 2011b).

Os polissacaridos representam o principal constituinte que determina a rigidez e as
propriedades morfologicas da parede celular fungica, e, dependendo das condi¢bes de
cultura estes também podem ser excretados para o meio de cultura (Gern et al. 2008).
Tal como mencionado, apesar dos compostos polissacaridos produzidos em
cogumelos possuirem uma composigdo quimica diferente, a maioria deles
pertencentes ao grupo dos glucanos de estrutura linear ou ramificada com diferentes
tipos de ligacdes glicosidicas, tais como (1,3),(1,6)-B-glucanos e (1,3)-a-glucanos,
enquanto alguns sao heteroglicanos contendo acido glucurénico, xilose, glucose,
galactose, manose, fucose, arabinose ou ribose como componentes principais de
cadeia lateral, ou em diferentes combinac¢des (Aida et al. 2009; Kozarski et al. 2012;
Palacios et al. 2012; Synytsya et al. 2009).

A possibilidade de aplicacdo destes biopolimeros na salde humana levou a uma
intensa pesquisa acerca da sua caracterizacdo e avaliacdo (Gern et al. 2008). Na

bibliografia séo atribuidas importantes propriedades bioativas aos B-glucanos ou
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complexos proteina-polissacarido produzidos em varias espécies de cogumelos, mas
ndo foram encontrados estudos relativos a produgéo destes complexos para Amanita
ponderosa.

Este capitulo foca-se na caracterizacdo de complexos proteina-polissacarido (PPS)
produzidos em culturas liquidas de A. ponderosa, e no desenvolvimento de uma
metodologia de monitorizacdo de producdo, utilizando técnicas de microandlise para
screening dos compostos e técnicas imunolégicas para controlo da especificidade de

producéo.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Amostras

A estirpe de A. ponderosa isolada de corpos de frutificacdo (seccdo 2.2.3), de S®
Aleixo R, foi utilizada neste estudo, para produgéo de novas culturas liquidas.

Os extratos de complexos proteina-polissacéarido (PPS), obtidos das amostras de
corpos de frutificacao e culturas (micélios e sobrenadantes) das estirpes isoladas de A.
ponderosa recolhidos em Beja, Mértola e S Aleixo da Restauracéo, foram preparados

como descrito na secagao 3.2.5.

5.2.2 Culturas liquidas

Para a caraterizagdo dos complexos PPS, foram efetuadas culturas liquidas de 500
mL de acordo com o descrito na secgao 3.2.2.

Foram ainda efetuadas culturas em batch, as quais foram preparadas em frascos de
agitagdo contendo 100 mL de meio de cultura malt extract (Anexo A, Tabela A.5) com
20 g L* de glucose. Estas culturas foram efetuadas nas mesmas condicdes de
incubacdo que as anteriores (28°C, em agitagdo orbital a 150 rpm, durante 15 dias),
tendo sido produzidas apenas para a estirpe de S® Aleixo da Restauracdo (Figura
5.1). Foram realizadas 30 culturas sendo retiradas 2 culturas a cada dia de incubacéao,

iniciando-se no dia zero até ao dia 15.

Figura 5.1. Crescimento das culturas liquidas de 100 mL
da estirpe de A. ponderosa de S® Aleixo R.
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5.2.2.1 Determinacdo da biomassa

A separacdo da biomassa do sobrenadante, obtida nas culturas de A. ponderosa, foi
efetuada de acordo com o descrito na seccdo 3.2.2.1. O peso seco da biomassa foi
determinado apdés secagem do micélio a 60°C, durante 48 h, a peso constante.

Posteriormente a biomassa e sobrenadante foram liofilizados.

5.2.3 Extracdo dos complexos PPS dos corpos de frutificacdo e

culturas

A extracdo dos complexos PPS extra e intracelulares das culturas liquidas das estirpes
isoladas de A. ponderosa e amostras de corpos de frutificagdo foi efetuada como
descrito anteriormente na secgédo 3.2.5. Os extratos obtidos foram posteriormente

liofilizados.

5.2.3.1 Quantificacdo de polissacaridos e proteina nos extratos de

complexos PPS

A concentracdo de polissacaridos presentes nos extratos de complexos PPS extra e
intracelulares obtidos foi determinada pelo método do fenol-acido sulfdrico (Dubois et
al. 1956; Salvador et al. 2012) tal como descrito na secgéo 3.2.5.1.

A concentragdo de proteina presente nos extratos de PPS foi determinada pelo
método de Bradford que utiliza o corante Azul de Coomassie G-250 (Bradford 1976),

de acordo com o descrito na secgéo 3.2.5.2.
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5.2.4 Analise dos compostos proteina-polissacarido (PPS)

As amostras liofilizadas de extratos de complexos PPS obtidos de corpos de
frutificac@o e culturas A. ponderosa de foram analisadas pelas técnicas microscépicas
de FTIR-ATR (fourier-transform infrared using the attenuated total reflection) e Raman
e cromatograficas de exclusdo molecular (SEC), troca ionica (IEC) e SEC-UV-RI-
HPLC.

As técnicas microscopicas de ATR e Raman ndo exigem mais que 2 mm? de amostra
(de forma a cobrir a janela de diamante ATR ou para focar o feixe do laser do Raman).
Desta forma, os extratos PPS liofilizados foram suavemente homogeneizados e

preparados em laminas microscopicas de forma a obter finas peliculas de amostra.

5.2.4.1 Anélise por FTIR-ATR

Os espectros de infravermelho de transformacgdo de Fourier (FTIR) (regido espectral
4000 — 400 cm™) das amostras polissacaridos foram obtidos num espectrometro
BRUKER alfa utilizando a técnica de medicao de reflexao total atenuada (ATR) (Figura
5.2). Todos os espectros foram obtidos do resultado da média de trés medicdes
independentes com acumulagéo de 128 espectros cada, com uma resolucao espectral
da ordem de 4 cm™, utilizando o software OPUS 6.5 (Na et al. 2010; Synytsya et al.

2009).

Figura 5.2. Médulo de ATR do espectrometro de FTIR (BRUKER alfa).

179



Caracterizacao e atividade biolégica de complexos proteina — polissacarido produzidos em culturas de A. ponderosa

5.2.4.2 Anélise por microscopia Raman

As laminas contendo as amostras foram colocadas no suporte do microscépio Raman
HORIBA XPlora, o qual tem capacidade de ampliacdo até cem vezes. O espectro de
Raman foi obtido num espectrémetro de Raman HORIBA XPlora equipado com um
divisor de feixe de quartzo, e com um detetor CCD (Charge Coupled Device) (Figura
5.3). A radiacao utilizada foi o laser 638 nm, com filtro de 10 - 100%, aumento este
realizado de forma gradual de forma a evitar destruicdo da amostra.

Os espetros foram obtidos utilizando um sistema de varrimento (400 — 4000 cm™) &
temperatura ambiente no escuro com as seguintes condi¢des: a poténcia do laser foi
fixada em 100 mW, a acumulacdo de 5 espectros com uma resolucéo espectral da
ordem de 5 cm™ e com tempo de aquisicdo de 10 — 20 s (Na et al. 2010; Synytsya et
al. 2009). Os espetros Raman foram gravados apos o tempo de exposi¢cdo, os dados
espectrais foram suavizados e a linha de base corrigida utilizando o software NGS

LabSpec 5 (Copyright 2008).

Figura 5.3. Espectrometro de Raman (HORIBA XPlora).
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5.2.4.3 Caracterizagdo dos complexos PPS por SEC-UV-RI-HPLC

Os extratos de complexos PPS obtidos de corpos de frutificacdo e culturas das
estirpes de A. ponderosa de Beja, Mértola e S Aleixo R., assim como as fracoes
purificadas de complexos PPS intracelulares obtidas por SEC e IEC, foram analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high performance liquid
chromatography).

O sistema de HPLC utilizado est4 equipado com uma bomba (Masterflex L/S 77200-
50) com um injetor de loop de 20 pL, acoplado a um detetor de ultravioleta (Hitachi L-
2400) a 280 nm e a um detetor de RI (Hitachi L-2490) (Figura 5.4). O processo de
separacao foi efetuado recorrendo a uma coluna de exclusdo molecular (SEC) (shodex
OHpak SB-803 HQ), com limite de fracionamento de 100 kDa.

A eluicdo das amostras, previamente filtradas em filtros Millipore HA 0,45 pm, foi
efetuada com uma solucdo de NaCl 0,05 M em &agua ultrapura, sendo realizada uma
eluicdo isocratica a um fluxo de 0,6 mL min™ (Arteiro et al. 2012; Salvador et al. 2012).
Para determinacdo das massas moleculares (MM) dos complexos, procedeu-se a
eluicdo, nas mesmas condi¢cdes cromatogréficas, de padrbes de polietilenoglicol (PEG)
de 1,5, 3, 6, e 20 kDa (Sigma) (Anexo G, Figura G.1), de forma a proceder a

construcdo de uma curva padrao (Anexo G, Figura G.2).

Figura 5.4. Sistema de SEC-UV-RI-HPLC.
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5.2.4.4 Separacdo dos complexos PPS intracelulares por cromatografia de

exclusao molecular (SEC)

A separacdo dos extratos de complexos PPS intracelulares das culturas de A.
ponderosa de S Aleixo R foi realizada por cromatografia de exclusdo molecular
(SEC), utilizando como fase estacionaria uma resina Sephacryl S-300 (GE Healthcare)
(Figura 5.5).

Nesta técnica cromatografica as moléculas sdo separadas com base no seu raio
hidrodindmico. A resina utilizada possui um intervalo de fracionamento entre 10 - 1500
kDa (Josic et al. 1998; Lee et al. 2012).

Procedeu-se, previamente, a preparacdo do sistema cromatografico, constituido por
uma coluna de vidro, com um volume total de 85 mL (1 m de comprimento e 1 cm de
didmetro interno), a qual foi adaptada uma bomba peristaltica de fluxo variavel. A
coluna foi empacotada com uma resina de exclusdo molecular Sephacryl S-300 (GE
Healthcare), durante um primeiro ciclo de duas h, a um fluxo de 1 mL min® e um
segundo ciclo de 2 h com um fluxo de 2,3 mL min™. Foi aplicado 1 mL de amostra,
correspondente a 50 mL de cultura e as fragdes foram eluidas com tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7, a um fluxo de 0,2 mL min™. Recolheram-se fracoes de 1 mL e

procedeu-se a leitura do valor de absorvancia das mesmas a 280 nm.

Para caracterizacdo do sistema cromatografico procedeu-se a elui¢cdo das
proteinas urease (480 kDa), ovalbumina (45 kDa) e citocromo C (12,3
kDa), numa mistura contendo azul de dextrano (2,000 kDa) para
determinacdo do volume de exclusdo da coluna, utilizando as mesmas
condi¢cdes cromatograficas. (Anexo G, Figura G.3) e de forma a proceder

a construcao de uma curva padréo (Anexo G, Figura G.4).

Figura 5.5. Sistema cromatografico utilizado para separagéo dos extratos de PPS por
SEC.
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5.2.45 Separacdo dos complexos PPS por cromatografia de troca iénica

(IEC)

Os extratos de complexos PPS intracelulares das culturas de A. ponderosa de S®
Aleixo R foram purificados por de cromatografia de troca idnica (IEC). Esta técnica
utiliza resinas de troca iénica para separar ides atdbmicos ou moleculares com base na
sua interagdo com a matriz, polimero que contém grupos ligados carregados, sendo a
separacao dos analitos efetuada de forma isocratica ou por aplicacao de um gradiente.
A vantagem desta técnica prende-se com a simplificacdo da determinacao de espécies
iGnicas. Permite analisar acidos organicos alifaticos e acidos sulflricos orgéanicos,
espécies bioquimicas como glicidos: mono, dissacaridos e alguns oligossacaridos;
aminodcidos e proteinas (Colombini & Modugno 2004; Guélat et al. 2012).

Utilizou-se como fase estacionaria a resina DEAE (dietilaminoetanol) Sepharose fast
flow (GE Healthcare), que promove a troca de espécies anibénicas (Figura 5.6), e como
fase moével tampédo fosfato 50 mM, pH 7. A eluicAo da amostra na fase inicial de
lavagem da coluna foi efetuada a um caudal de 0,5 mL min™, tendo sido recolhidas 22
fragbes com um volume de 2 mL sendo a absorvancia monitorizada a 280 nm até se
atingir um valor de 0,05 nm, o que corresponde a eluicdo das proteinas ndo ligadas a
coluna.

De forma a eluir as proteinas presentes na amostra, que ficaram retidas

na resina de troca ionica a coluna foi sujeita a um gradiente de cloreto
de potassio (KCI) de 0 a 1M com um caudal de 2 mL min™. Foi aplicado
100 mL de KCI 1M e posteriormente KCI 2M com objetivo de confirmar a

total eluicdo das amostras proteicas retidas na coluna.

Figura 5.6. Esquema representativo do processo de cromatografia de troca idnica
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5.25 Avaliagcdo do efeito dos extratos PPS de A. ponderosa em

células MDA-MB231

5.2.5.1 Cultura celular e manuseamento

O estudo do potencial antiproliferativo dos extratos de complexos PPS foi efetuado na
linha celular de cancro da mama MDA-MB-231, sendo o procedimento experimental

semelhante ao descrito na seccao 3.2.7.1.

5.2.5.2 Proliferacéo celular

O efeito dos extratos de PPS obtidos das culturas (micélios e sobrenadantes) de A.
ponderosa na proliferacédo celular foi determinado pelo ensaio do MTT (Calbiochem).
(LU et al. 2012; Mota et al. 2012; Wang et al. 2011), tal como descrito na seccgéo
3.2.7.2.

Para estes ensaios foram efetuadas culturas de células MDA-MB-231 em placas de 96
pocos na concentracdo de 2 x 10* células/poco, e apds as 24 h, as células foram
incubadas com crescentes concentracfes de extratos liofilizados de PPS extraidos
dos micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa das estirpes referidas
(0,01, 1, 10, 25, 50, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, e 500 ug mL™Y),
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, cell culture grade, Sigma-Aldrich) e os
controlos foram efetuados com DMSO.

A percentagem de proliferacdo e determinacdo dos valores ICsy para as amostras
testadas foram determinados tal como descrito na mesma secgéo 3.2.7.2.

Todos os resultados experimentais foram efetuados em triplicado (n = 3) para cada

amostra e os valores foram apresentados com valores médios + desvio padréo (SD).

184



Capitulo 5

5.2.6 Reconhecimento de complexos PPS por anticorpos especificos

Para a analise do reconhecimento de compostos PPS nos extratos de A. ponderosa
utilizaram-se anticorpos especificos obtidos pela técnica de tecnologia de hibridomas,
por Martins et al. 2005. Os anticorpos 2.58, 3H8-3H7, 1E6-1E8 e 1E6-1E8-B3,
produzidos apoOs imunizag¢do in vivo de murganhos Balb/c, com compostos PPS de

culturas de Basidiomycetes, foram gentilmente cedidos para este trabalho.

5.2.6.1 Screening de detecdo de complexos PPS pelos anticorpos produzidos

através método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A analise da detecao dos complexos PPS presentes nos extratos obtidos dos corpos
de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa das estirpes de
Beja, Mértola e S® Aleixo R., foi realizada através de um screening pelo método de
ELISA, utilizando os diferentes anticorpos obtidos. Desta forma revestiu-se a placa de
ELISA com 100 pL do antigénio (extratos de PPS), na concentragéo de 200 pg mL™
diluidos em tampéao fosfato salino 1X (PBS — phosphate buffered saline), (137 mM
NaCl, 10 mM fosfato (10,1 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,), 2,7 mM KCI, pH 7,4).
Efetuaram-se brancos do ensaio aos quais foi adicionado apenas PBS 1X. Foram
também revestidos po¢os com cada uma das amostras que serviram de brancos para
anticorpo especifico, para o anticorpo conjugado e para o substrato. A placa de ELISA
foi incubada overnight a 4°C no escuro. Depois da incubacgéo a placa foi lavada trés
vezes com 150 pL/poco de PBS 1X, bloquearam-se os pog¢os com 100 pL de uma
solucdo de albumina do soro bovino (BSA — bovine serum albumin) a 1% em PBS 1X
e incubou-se a placa durante 30 min a temperatura ambiente. Este passo permite a
remocao de anticorpos nao ligados pela ligacdo da BSA a locais de ligagdo nao-
especificos. O conteldo da placa foi excluido e ndo se procedeu a lavagem dos
pocos. Posteriormente adicionou-se 50 pL/pogo do anticorpo especifico (1° anticorpo)
diluido em PBS com BSA 0,1% e incubou-se 1 h a 37°C. Antes de se adicionar o

anticorpo conjugado procedeu-se a trés lavagens com 150 pL/pogo com uma solugéo
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de PBS-Tween 20 a 0,05%, e posteriormente adicionou-se 50 pL/po¢o do anticorpo
conjugado (2° anticorpo), Anti-Mouse IgM (p-chain specific — Alkaline phosphatase
antibody produced in goat) diluido de 1:5000 e Anti-Mouse 1gG (whole molecule —
alkaline phosphatase, antibody produced in rabbit) diluido de 1:1000 em PBS-Tween
com BSA 0,1%. Incubou-se mais 1 h a 37°C e lavou-se a placa trés vezes com 150
puL/poco da solucdo de PBS-Tween, uma vez com H,O e uma vez com tampao glicina
(0,1 M pH 10,4 com 1 mM MgCl, e 1 mM ZnCly). Por fim adicionou-se 50 pL/pogo de
uma solugcdo de substrato enzimatico p-nitrofenilfosfato (p-NPP) (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 1 mg mL™ (dissolvido em tampé&o glicina) incubou-se 30 min a 37°C.
A placa foi lida a 415 nm num leitor de microplacas (ELX800G model, Biotek
Instruments Inc., Gen 51.5 software, Biotek) (Karmali & Oliveira 1999; Libjakova et al.
2007). Os resultados foram expressos em unidades de anticorpo por mL, sendo uma
unidade de anticorpo definida como a quantidade de anticorpo necessaria para
produzir o aumento de uma unidade de absorvancia a 405 nm apés 30 min de reacao
do anticorpo conjugado Anti-Mouse IgM com o substrato p-NPP (Martins et al. 2005;

Martins et al. 2011).

5.2.6.2 Detecdo dos complexos PPS produzidos nas culturas e nas fragdes

obtidas por analise cromatografica

A andlise do reconhecimento de complexos PPS presentes nos extratos obtidos nas
culturas de A. ponderosa foi efetuada para os extratos obtidos nos micélios das
culturas dos diferentes dias de crescimento. Foi também analisado o reconhecimento
dos complexos presentes nas fracGes purificadas por cromatografia de exclusao
molecular e cromatografia de troca i6nica. Os ensaios foram efetuados pela técnica de
ELISA de acordo com o descrito no ponto 5.2.8.1 mas apenas utilizando o anticorpo
que apresentou melhores resultados de reconhecimento e com IgM como 2° anticorpo.
Efetuou-se ainda uma curva de calibragdo de reconhecimento de complexos PPS para

o anticorpo (Figura 5.7). Para tal utilizaram-se diferentes concentracdes (50, 100, 200,

186



Capitulo 5

400, 600, 800, 1000 e 1500 pg mL™) de extratos polissacaridos obtidos das culturas de

A. ponderosa. (Anexo H, Figura H.1). Os resultados de reconhecimento de complexos

PPS pelo anticorpo foram expressos em ug
polissacaridos por mg de massa seca.
Figura 5.7. Placa de ELISA mostrando os resultados obtidos para

o reconhecimento de complexos PPS a diferentes concentracdes
para a construcdo da curva de calibracao.

5.2.6.3 Anélise do tipo de competicdo antigénica por ELISA

Na analise do tipo de competi¢cdo antigénica para o anticorpo selecionado utilizou-se a
técnica de ELISA descrita no ponto 5.2.8.1 com algumas modifica¢des. O anticorpo foi
previamente pré-incubado com concentracdes crescentes de diferentes antigénios
competidores. Foram utilizados como possiveis antigénios competidores amido,
celulose, quitosano, pectina, xilano, e extratos de complexos PPS obtidos dos micélios
e sobrenadantes de culturas de Coriolus versicolor e Pleurotus ostreatus. Para tal as
diferentes concentracdes de antigénios competidores (0, 50, 100, 200, 400, 600, 800,
1000 pug mL™) foram incubadas com o anticorpo (100 pL de anticorpo + 100 pl de
antigénio competidor a cada concentracdo) a temperatura ambiente, durante 1 h e
posteriormente adicionados na placa de ELISA em vez de se efetuar a adicdo apenas
do anticorpo. Neste ensaio para além dos controlos sem anticorpo, sem 2° Anticorpo e
sem substrato foram efetuados controlos sem antigénio original (controlo do PBS) para
cada um dos competidores a concentragdo maxima.

Se a absorvancia a 405 nm for baixa a concentragdo maxima do competidor, significa
gue o anticorpo reconhece o determinante antigénico nesse competidor e a relagédo
Abs 405 nm versus concentracdo do antigénio competidor deve ser inversamente
proporcional. Se ndo houver competi¢do significa que o determinante antigénico esta
ausente ou inacessivel. Competicdo intermédia indica uma quantidade reduzida do
determinante ou acessibilidade reduzida dos determinantes na molécula do antigénio

competidor.
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5.2.7 Confirmacdo da especificidade do anticorpo por Western

blotting

A especificidade do anticorpo foi determinada por Western blotting utilizando como
antigénio a amostra inicial de extrato de complexos PPS e as fracGes purificadas
obtidas por cromatografia de exclusdo molecular (SEC) e troca idnica (IEC) (Karmali &
Oliveira 1999; Martins et al. 2005).

Para a técnica de Western blotting os antigénios solluveis foram previamente
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢bes nativas (PAGE-
Nativa). Cada gel foi dividido em dois sendo uma metade corada com a prata e a outra

metade do gel foi usado para a transferéncia para membrana de nitrocelulose.

5.2.7.1 Anédlise dos extratos de complexos PPS e fragdes purificadas por

eletroforese PAGE-Nativa

A analise dos extratos de complexos PPS e fragbes purificadas obtidos dos micélios
das culturas de A. ponderosa, foi realizada em gel de poliacrilamida em condi¢g6es n&o
desnaturantes (Martins et al. 2005), utilizando géis de gradiente de 1-10% em
acrilamida, construidos com o auxilio de um sistema de vasos comunicantes. As
solucdes para construcdo dos géis de poliacrilamida foram constituidas de: 1 mL ou
0,1 mL de solugédo de acrilamida: bisacrilamida (30:0,8) para a solugéo a 10% e 1%
respetivamente, 0,3 mL de tamp&o TBE 10X (tris-borato 0,89 M com EDTA 20 mM a
pH 8,3), 1uL de TEMED, e 0,063 mL de persulfato de aménio a 1,5% (o qual s6 se
adicionou a mistura imediatamente antes da aplicacdo do gel entre as placas) e 2,538
mL ou 1,647 mL de H,O para a solugcédo a 10% e 1% respetivamente, perfazendo um
volume final de 3 mL para cada solu¢do. Apds a colocagdo do gel nos vidros de
eletroforese foi introduzido de seguida o pente e posteriormente retirado apdés a
polimerizacdo do gel. A eletroforese foi preparada usando o equipamento mini-protean

Bio-Rad (Figura 5.8). Colocaram-se 0s géis no suporte da tina de eletroforese com os
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pocos voltados para o interior, e de seguida o tampéao de eletroforese TBE 1X (diluicdo
de 1:10 do tampdo TBE 10X) sem deixar que o tampao entre os géis e fora contacte,
aplicando-se de seguida as amostras nos poc¢os dos géis. Como marcadores
moleculares utilizaram-se as proteinas urease (480 kDa), albumina (66 kDa),
ovalbumina (45 kDa) e citrocromo ¢ (12,3 kDa). No primeiro poco foi aplicado 20 uL da
solucdo de marcadores moleculares (10 yL de padrées com 10 puL de solucdo de
aplicacdo de azul de bromofenol 0,02 mg mL™ em TBE 1X) e nos restantes pogos
aplicaram-se 20 pL de cada amostra (10 pL de amostra com 10 pL de solugédo de
aplicacao de sacarose a 2 M). A corrida eletroforética efetuou-se durante cerca de 2h

e 30 min com uma diferenga de potencial de 100 V.

Figura 5.8. Sistema de eletroforese para PAGE-Nativa.

5.2.7.2 Coloracdo com nitrato de prata

Os géis de poliacrilamida foram corados com solug&o de nitrato de prata. Para tal os
géis foram colocados numa tina e adicionaram-se 50 mL de solucdo de fixacdo de
formaldeido (40 mL de metanol, 50 pL de formaldeido a 37% para um volume final de
100 mL em H,O destilada), deixando em agitacdo durante 10 min a temperatura
ambiente, sendo de seguida lavados (2X) com H,O destilada durante 5 min em
agitacdo. Posteriormente foi adicionado 50 mL de solucdo de tiossulfato de sdédio
(Na,S,05.5H,0 a 0,2 g L"), mantendo em agitacdo durante 1 min e os géis foram
novamente lavados (2X, 20 s) com H,O destilada. De seguida, procedeu-se a reacao
com a prata, colocando-se 0s géis em 50 mL de uma solucdo de nitrato de prata

(AgNO3, 0,1% (m/v)), mantendo em agitacdo durante 10 min e procedeu-se a nova
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lavagem (2X, 1 min) com H,O destilada. Os géis foram colocados na solucdo de
desenvolvimento de tiossulfato (7,5 g de Na,CO;, 50 pL de solucdo stock de
Na,S,03:.5H,0 a 2 g L™, 125 pL de formaldeido a 37%, para um volume total de 250
mL de H,O destilada), em agitacdo suave, durante 2 a 5 min, observando-se numa
camara de UV (Bio-Rad) o aparecimento das bandas até adquirirem intensidade
adequada (Bloom et al. 1987; Wray et al. 1981). ApGs a revelagcdo das bandas, os géis
foram colocados em 100 mL solucdo de desenvolvimento de tiossulfato acidificada
(solugdo de desenvolvimento de tiossulfato com 5 mL de acido citrico 2,3 M) durante
10 min, de forma a parar a reacao, sendo lavados (3X, 5 min) com H,O destilada. Por
altimo, os géis foram preservados (10 min) numa solugdo de preservacdo (acido

acético 10% v/v e glicerol 10% v/v).

5.2.7.3 Transferéncia das amostras do gel de poliacrilamida para a

membrana de nitrocelulose

A membrana de nitrocelulose possui grupos nitro ligados a celulose, produzindo, desta
forma, um suporte com alta afinidade por proteinas, fazendo com que estas
permanecam presas a sua superficie. Para transferir o antigénio do gel de eletroforese
para a membrana utiliza-se um campo elétrico, e no final da eletrotransferéncia essa
membrana servira como suporte para o ensaio imunoenzimatico (Imunoblot).

Para a transferéncia o gel foi lavado com tampéao de transferéncia (tris 25 mM com
glicina 192 mM pH 8,3) vérias vezes durante 15 min mudando a solu¢cdo. A membrana
de nitrocelulose foi cortada de acordo com as dimensdes do gel, e foi mergulhada em
tampéo de transferéncia durante 15 a 30 min, tendo o cuidado de evitar bolhas de ar.
A tina foi cheia com tampao de transferéncia e cortaram-se varias folhas de papel de
filtro de acordo com as dimensdes do gel e foram colocadas, tal como as esponjas, a
embeber em tampao de transferéncia. Para a montagem do processo de transferéncia
seguiu-se 0 seguinte a sequéncia: em primeiro lugar colocou-se a placa com o disco

preto (Catodo (-)), em seguida uma espoja e duas folhas de papel de filtro, depois o
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gel de acrilamida e a menbrana de nitrocelulose, novamente duas folhas de papel de
filtro e uma esponja e por fim a placa com o disco vermelha (Anodo (+)). Fechou-se o
sistema, colocou-se o suporte na tina com o lado do Cétodo (-) para o mesmo lado do
polo negativo da tina. De cada vez que se colocou as folhas de papel de filtro, o gel ou
a menbrana removeram-se as bolhas de ar e o excesso de liquido com o auxilio de
uma pipeta. A transferéncia foi efetuada a tempratura de 4°C, a 100 mA, durante 3 h,

sob agitagcédo constante.

5.2.7.4 Andlise por ELISA da especificidade do anticorpo para o antigénio

transferido em membrana de nitrocelulose

Apo6s a transferéncia as membranas foram sujeitas a tecnica de ELISA para avaliagédo
do reconhecimento das bandas das amostras de polissacaridos transferidas pelo
anticorpo produzido. A membrana foi colocada na solugéo fixadora contendo 2% BSA
e 0,1% de azida de sodio em TTBS (Tween Tris buffered saline: tris-HCI 20 mM pH 7,5
com NaCl 0,15 mM e Tween 20 0,05% (v/v)) e foi mantida overnight com agitagdo. A
membrana foi lavada 3X com TTBS durante 5 min e incubou-se com o 1° anticorpo
durante 3 h sob agitacdo. Efetuaram-se novamente 3 lavagens, 5 min cada, com TTBS
(de forma a retirar o anticorpo ligado ndo especificamente) e adicionou-se o 2°
anticorpo conjugado (IgM com diluicdo 1: 5000) em TTBS, permanecendo em agitacdo
durante 1h. Posteriormente foram efetuadas 5 lavagens com TTBS (5 min cada) e a
membrana foi embebida rapidamente ena solucéo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(BCIP) (no escuro e com a concentracdo de 1mg 10 ml* em tamp&o tris 100 mM
contendo NaCl 100 mM e MgCl, 5 mM pH 9,55). A reacdo enzimatica foi parada
guando apareceram as bandas azul violeta, sendo a membrana lavanda com agua

milliQ e mantendo a membrana no escuro para secar.
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5.2.8 Anélise estatistica

Os valores de ICso de percentagem de proliferacdo celular nos diferentes extratos
foram apresentados como valores meédios + desvio padrao (SD). As diferencas entre
médias foram avaliadas estatisticamente usando o software SPSS® 21.0 para
Windows Copyright® (Microsoft Corporation), por parametros de andlise descritiva e
ANOVA One-way. A homogeneidade das variancias populacionais foi confirmada pelo
teste de Levene. e as comparacGes multiplas de médias foram avaliadas pelo teste de
Tukey. A significancia dos valores estabeleceu-se para um intervalo de confianga de

95% (p<0,05).
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Producéo e isolamento de complexos proteina-polissacarido em

culturas de A. ponderosa

As culturas puras de A. ponderosa, isoladas a partir da remocdo de pequenos
fragmentos do interior dos chapéus dos corpos de frutificacao jovens, foram realizadas
em meio liquido de forma a proceder a produc¢éo e obtencao de extratos de compostos
proteina-polissacaridos (PPS) por isolamento nos micélios e sobrenadantes.

Foi possivel obter extratos PPS de corpos de frutificagdo de A. ponderosa das estirpes
de Beja, Mértola e S® Aleixo R. e dos micélios e sobrenadantes das culturas efetuadas
com isolados das referidas estirpes. Os resultados de conteldo em polissacaridos e
proteina referentes aos extratos PPS obtidos das diferentes estirpes ao décimo quinto
dia de cultura estédo presentados na Tabela 5.1.

Os resultados obtidos mostraram que existe um aumento de conteddo em
polissacarido e também em proteinas nos corpos de frutificacdo, micélios e

sobrenadantes da estirpe de S Aleixo R. relativamente as restantes estirpes.

Tabela 5.1. Conteddo em polissacaridos e proteina nos extratos de complexos PPS obtidos nos
corpo de frutificacdo, micélios e sobrenadantes de A. ponderosa das estripes de Beja, Mértola e S®
Aleixo R..

SAEUES [FES ESIIE 1g ergqlllsmssaZi[Ir:?(f]PPS 1g mg’llerr](;t:;r;?;to PPS
Beja 93,081 + 10,767 9,670 + 0,429
gﬁtﬁﬂgzg%% I\/Itfrtola 61,527 + 3,376 4,972 + 0,827
S AleixoR. 137,279 + 4,905 42,041 + 1,038
Beja 425,135 + 28,475 7,878 + 0,682
Micélios Mértola 546,599 + 30,624 6,074 + 0,773
S° Aleixo 589,977 + 19,505 12,517 + 0,446
Beja 335,676 + 13,665 6,062 + 0,425
Sobrenadantes ~ Mertola 260,563 + 42,809 7,763 + 1,817
S° Aleixo R. 608,761 + 46,274 26,113 + 2,192

Os valores apresentados sdo a média + desvio padréo de trés réplicas.
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5.3.2 Detecéo de compostos PPS por FTIR-ATR e Raman

Os extratos de complexos PPS obtidos dos corpos de frutificacdo, micélios e
sobrenadantes das culturas das diferentes estirpes de A. ponderosa foram analisados
por duas técnicas espetroscopicas de microanalise de forma a confirmar a presenca
destes compostos nos extratos obtidos. Os espectros de FTIR-ATR e Raman dos
extratos de complexos PPS sdo mostrados nas Figuras 5.9 e 5.10.

Pela andlise dos espetros de FTIR-ATR obtidos (Figura 5.9), podem ser observadas
bandas de infravermelho (IR — infrared) intensas entre 3000-3500 cm™ que sugerem
vibragbes de alongamento dos grupos OH dos hidroxilos presentes nos polissacaridos
(Gonzaga et al. 2005). A banda observada em 2930 cm™ deve-se a vibracdo dos
grupos CH, presentes em lipidos, revelando que uma pequena quantidade seja
extraida durante o processo de obtencao dos complexos PPS (Li et al. 2008; Synytsya
et al. 2009). Bandas moderadas de IR proximas de 1400 e 1600 cm™ s&o
caracteristicas de grupos carboxilatos (Na et al. 2010) e as bandas intensas
observadas na regido entre 900-1200 cm™ sdo caracteristicas de glicidos e podem
ser atribuidas ao alongamento acoplado de grupos CO e CC e vibragfes de flexdo em
grupos COH presentes nos polissacaridos (Cheung et al. 2012; Karmali et al. 2004a;
Synytsya et al. 2009). Foram observadas também bandas entre 1150-1160 cm™
associadas ao alongamento de COC nas ligagBes glicosidicas. A banda préxima de
894 cm™ obtida é especifica de ligacbes B-glicosidicas e indica a presenca de B-
glucanos. Observa-se ainda a existéncia de outras bandas caracteristicas de [3-
glucanos, proximas de 1376, 1317, 1162, 1100, 1080, 1040 e 990 cm™ (Synytsya et al.
2009) e de a-(1,3)-glucanos préximas de 1367, 930, 853, 822, 548 e 454 cm™ (Li et al.
2008; Synytsya et al. 2009). As bandas obtidas em 1650 e 1540 cm™ s&o
caracteristicas de vibrac6es dos grupos amida | e amida Il das componentes proteicas
presentes nos complexos PPS (Gonzaga et al. 2005; Karmali et al. 2004b; Synytsya et

al. 2009; Yuen et al. 2009). Relativamente a andlise Raman (Figura 5.10), foram
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obtidas, nos espetros das diferentes amostras de extratos PPS, bandas na regido
entre 900-1200 cm™ sendo caracteristicas da presenca de glicidos e correspondem
ao alongamento acoplado das ligacdes dos grupos CO e CC e vibracdes de flexdo dos
grupos COH presentes nos compostos polissacaridos. Foram detetadas também
bandas préximas de 1400-1450, 1330-1350, 1220-1250, 1100-1120, e 1000-1040
cm™ indicando a presenca de polissacaridos. As bandas de Raman encontradas a
850-890 cm™ sdo sensiveis a estruturas anoméricas em torno das ligacdes
glisosidicas dos polissacaridos. Foram observadas bandas proximas de 450 cm™
indicativas da presenca de B-(1,3)-glucanos e bandas encontradas perto de 950 e 550
cm™ podem ser devidas a presenca de o-(1,3)-glucanos. Por Ultimo foram ainda
detetadas bandas proximo de 1650 cm™, sendo indicativo da presenca de proteinas
nas amostras de extratos PPS (Cheung et al. 2012; Na et al. 2010; Synytsya et al.
2009; Yang & Zhang 2009; Yuen et al. 2009). Muitos destes glicopolissacaridos
produzidos em fungos contém ligacGes glicosidicas a-(1,4) e B-(1,3) nas partes
polissacaridicas e D-glicose, ramnose e arabinose sdo 0s principais monossacaridos
presentes, encontrando-se também presentes outro como galactose, manose, fucose
e xilose (Cui & Chisti 2003; Synytsya et al. 2009).

As técnicas espetroscopicas utilizadas neste trabalho séo relativamente simples e de
rapida execucdo, sem a necessidade de recorrer ao uso de quimicos toxicos e requerem
apenas pequenas quantidades de amostra (Yuen et al. 2009). A maior vantagem do uso
combinado destas duas técnicas € o aumento significativo de exatiddo das analises
(Pereira et al. 2009). Estas técnicas espetroscopicas tém sido usadas como ferramentas
guantitativas em alguns compostos nativos (Yuen et al. 2009) e podem também ser
utilizadas no desenvolvimento e implementacdo de estratégias para 0 seu uso na
monitorizacdo da producdo de varios tipos de compostos biolégicos com potencial
industrial (Pereira et al. 2009). Estas abordagens de microscopia e microanalise podem
ser usadas para efetuar um monitoramento de forma répida e in situ, na producéo de

compostos PPS sem uma extracéo prévia e laboriosa das amostras.
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Figura 5.9. Espectros de FITR-ATR referentes aos diferentes extratos de complexos PPS obtidos de
corpos de frutificagdo de A. ponderosa (a), micélios (b) e sobrenadantes das culturas (c). Os
espetros apresentados sdo a média de trés medi¢des independentes.
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5.3.3 Separagdo dos compostos PPS por SEC-UV-RI-HPLC

Os compostos de PPS extraidos dos corpos de frutificacdo e produzidos nas culturas
de A. ponderosa foram analisados por cromatografia de exclusdo molecular através do
sistema de HPLC. As fracBes proteicas e glucidicas presentes nos extratos de PPS
foram avaliadas com monitorizacdo simultdnea através de detetores de ultravioleta
(UV) e indice de refracdo (RI). Os cromatogramas obtidos para as amostras de
extratos de PPS de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes, para as trés
estirpes em estudo estdo apresentados nas Figuras 5.11, 5.12 e 5.13, respetivamente.
Os valores de massa molecular (MM) dos complexos PPS maioritarios presentes nas
diferentes amostras estdo resumidos na Tabela 5.2, tendo sido obtidos por analise
comparativa com solu¢des padrdo de polietilenoglicol (PEG) de diferentes massas
moleculares, com 0s quais se procedeu a construcdo de uma curva de calibracdo
(Anexo G, Figuras G.1 e G.2).

Os extratos obtidos nos corpos de frutificagdo apresentaram trés complexos PPS
maioritarios, um com MM proximas para os trés extratos entre 6,091 e 6,606 kDa, um
complexo com MM acima de 20 kDa e um complexo com MM inferiores a 1,5 kDa. Os
extratos obtidos de micélios e sobrenadantes das culturas apresentaram quatro
complexos PPS maioritarios com perfis cromatograficos semelhantes e massas
moleculares préximas. No entanto massa molecular equivalente ndo implica estrutura
e conformacdo molecular semelhantes. Os complexos PPS possiveis de quantificar
apresentaram valores de MM entre 10,454 a 11,985 kDa e 1,818 a 1,969 kDa. Os
restantes complexos obtidos para estes estratos apresentaram massas moleculares

superiores a 20 kDa ou inferiores a 1,5 kDa.
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Figura 5.11. Perfil cromatografico obtido por HPLC, com sinal de RI (laranja) e sinal de UV (azul)
registados em fungéo do tempo de retencdo para os extratos PPS obtidos dos corpos de frutificagédo
de A. ponderosa das estirpes de Beja: (a), Mértola (b) e S® Aleixo R. (c).
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Figura 5.12. Perfil cromatografico obtido por HPLC, com sinal de RI (laranja) e sinal de UV (azul)
registados em funcdo do tempo de retengdo para os extratos PPS obtidos dos micélios das culturas
de A. ponderosa das estirpes de Beja: (a), Mértola (b) e S® Aleixo R. (c).
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Figura 5.13. Perfil cromatografico obtido por HPLC, com sinal de RI (laranja) e sinal de UV (azul)
registados em funcao do tempo de retencdo para os extratos PPS obtidos dos sobrenadantes das
culturas de A. ponderosa das estirpes de Beja: (a), Mértola (b) e S® Aleixo R. (c).
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Tabela 5.2. Massas moleculares médias dos compostos PPS presentes nos extratos de A.
ponderosa obtidas por cromatografia de exclusdo molecular em sistema de HPLC.

Pico
Extratos PPS Estirpe Massa molecular (kDa)
Il 1l

Beja >20 6,606 <1,5 --
fcr:l?triﬁgzg%% IVItoértoIa >20 6,091 <1,5 --

S Aleixo R. >20 6,423 <1,5 --

Beja >20 10,454 1,958 <1,5
Micélios Mértola >20 11,252 1,952 <1,5

S Aleixo >20 11,189 1947 <15

Beja >20 11,666 1,818 <15
Sobrenadantes Mértola >20 11,414 1,969 <1,5

S°AleixoR. >20 11,985 1,846 <15

Os valores de massa molecular obtidos sdo resultantes da média de trés medi¢es independentes.

Os resultados de MM dos complexos PPS obtidos de tratos de micélios e
sobrenadantes das culturas de A. ponderosa estdo de acordo com os valores de MM
de complexos PPS isolados de culturas de outros fungos Basidiomycetes como
Coriolus (Trametes) versicolor (Arteiro et al. 2012; Cui et al. 2007; Wang et al. 1996) e
Pleurotus ostreatus (Salvador et al. 2012). Dois complexos extracelulares e um
intracelular, isolados de T. versicolor, apresentaram MM de 3,5, 15 kDa e 28 kDa,
respetivamente (Wang et al. 1996) e, noutro estudo com T. versicolor, isolaram-se trés
fracoes de PPS extracelulares com MM de 2300, 26 e 3 kDa e trés fracoes de PPS
intracelulares de 2300, 150 e 12 KDa (Cui et al. 2007). Num estudo mais recente com
culturas de T. versicolor com diferentes fontes de carbono foi possivel isolar entre trés
a quatro complexos PPS intra e extracelulares com MM entre 26 kDa e inferiores a 1
kDa (Arteiro et al. 2012). Outro estudo que relata a extracdo de complexos PPS de P.
ostreatus foram isolados trés complexos PPS intracelulares e quatro extracelulares
com MM a variar entre > 20 kDa e 6,37 kDa (Salvador et al. 2012). Ainda em outro
estudo com extratos de exopolimeros de Cordycepes sphecocephala, apos
fracionamento por exclusdo molecular, obtiveram-se trés complexos PPS, com MM de

1831, 27 e 2,2 kDa (Oh et al. 2007).
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5.3.4 Analise do potencial antiproliferativo dos complexos PPS

produzidos em culturas de A. ponderosa

O potencial antiproliferativo dos complexos PPS extraidos em micélios e
sobrenadantes das culturas de A. ponderosa foi avaliado em culturas de células
utilizando a linha celular de carcinoma mamario humano MDA-MB-231. O perfil de
crescimento das células MDA-MB-231, na presenca de diferentes concentracdes
(0,01-500 pg mL™) de extratos de complexos PPS obtidos de micélios (Figura 5.14 (a))
e sobrenadantes (Figura 5.14 (b)) das culturas evidencia que estes extratos exibem
um importante potencial antiproliferativo.

Na Tabela 5.3 estdo apresentados os valores de ICs, (concentragéo inibitéria de 50%
da proliferacé@o celular), determinados através dos valores obtidos para as diferentes
concentragdes de extratos de complexos PPS (Anexo E, Figura E.2).

Os extratos de complexos PPS de micélios das culturas foram menos eficientes na
reducdo da capacidade de crescimento da linha tumoral, apresentando valores de ICx
superiores aos obtidos para os extratos de complexos PPS de sobrenadantes. Os
extratos obtidos dos micélios e sobrenadantes das culturas da estirpe de A. ponderosa
proveniente de Mértola mostraram ser os mais eficientes na reducéo da proliferacao
celular, de acordo com os valores inferiores obtidos de ICs, de 188,694 + 1,061 e
37,772 + 1,068 pyg mL™*, respetivamente. Os resultados estdo de acordo com os
apresentados para extratos de micélios e sobrenadantes liofilizados das mesmas
culturas, discutidos no capitulo 3 ponto 3.3.1, onde também a estirpe de Mértola foi a
gque mostrou a maior capacidade de reducdo da proliferagdo celular. Os extratos de
complexos PPS obtidos em micélios das culturas das estirpes de Beja e S® Aleixo R.
foram menos eficientes na inibicdo da proliferacéo da linha celular do que os extratos
de Mértola, ndo apresentando diferengas significativas nos valores de ICs, (p>0,05)

(Anexo J.Il, Tabelas J.1.15 e J.11.16).
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Figura 5.14. Curvas de crescimento da linha celular de cancro mamario humano (MDA-MB-231)
incubadas a diferentes concentracdes de extratos de PPS obtido de micélios (a) e de sobrenadantes
(b) de culturas de A. ponderosa das estirpes isoladas de Beja, Mértola e S* Aleixo R..

A proliferacéo celular foi avaliada em microplaca pela medi¢cdo da reducdo do MTT a cristais de
formazdo (A = 570 nm). Cada determinagdo representa trés ensaios independentes (n = 3)
efetuados em triplicado e os resultados foram expressos como percentagem de proliferagéo celular
como média + DP.
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Para os extratos obtidos dos sobrenadantes das culturas observam-se resultados
bastante promissores para a estirpe de Mértola com valor de ICs, de 37,772 + 1,068 ug
mL™ seguidamente dos extratos de sobrenadante da estirpe de Beja, com valor de ICs
de 59,987 + 1,113 pug mL™* (p<0,05). O extrato complexos PPS de sobrenadante da
estirpe de S® Aleixo R. evidenciou um potencial antiproliferativo inferior, com um valor
de I1Cso mais elevado de 170,000 + 1,085 ug mL™ (p<0,05).

De forma similar ao que foi observado para as amostras de extratos liofilizados de
micélio e sobrenadantes, os extratos de complexos PPS extraidos dos micélios e
sobrenadantes das culturas da estirpe recolhida em Mértola sdo as que apresentam
efeito antiproliferativo superior nesta linha celular tumoral humana, seguido das
culturas da estirpe recolhida em Beja e por Ultimo as culturas da estirpe de S™ Aleixo

R..

Tabela 5.3. Valores de ICsq de proliferacdo de células humanas MDA-MB-231 obtidos para as
amostras de PPS de micélios e sobrenadantes de A. ponderosa, quando incubadas com diferentes
concentracdes de extratos por 48 h.

Estirpes ICso (MO mL_l)

Beja 232,035 + 1,038 °
PPS de micélios Mértola 188,694 + 1,061 °
s” Aleixo R. 222,813 + 1,029 °
Beja 59,987 + 1,113 °©
PPS de sobrenadantes Mértola 37,772 + 1,068 ¢
S’ Aleixo R. 170,000 + 1,085 °

Cada determinacao representa trés ensaios independentes (n = 3) efetuados em triplicado (ICso £ DP).
Letras diferentes correspondem a amostras que diferem significativamente entre si (p<0,05).

Algumas espécies de cogumelos comestiveis tém sido alvo de estudos acerca dos
efeitos antitumorais de extratos polissacaridos, em alguns tipos de linhas tumorais
humanas. Estudos efetuados com extratos de polissacaridos de Coriolus versicolor
mostraram capacidade destes compostos em inibir a progresséo de células tumorais
pulmonares (Tsang et al. 2003), a sintese de DNA em células tumorais mamarias

(MCF-7) e a proliferagédo de células tumorais hepaticas (HEPG2) (Cui & Chisti 2003).
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Extratos de polissacaridos de outra espécie de cogumelos, Pleurotus ostreatus,
mostraram que alguns dos compostos produzidos revelaram capacidade de estimular
a proliferacdo celular de esplendcitos e timécitos (Cui et al. 2007; Maity et al. 2011) e
exibiram efeito citotoxico contra células cancerigenas leucémicas (HL-60)
(Venkatakrishnan et al. 2010).

A linha celular de cancro da mama utilizada neste estudo, MDA-MB-231, tem sido
utiizada em diversos estudos de analise do efeito antiproliferativo presente em
extratos de polissacéaridos obtidos de algumas espécies de cogumelos silvestres como
Ganoderma lucidum (Zhao et al. 2010).

Estes estudos demonstraram que o potencial antitumoral observada em extratos de
compostos polisacaridicos produzidos por cogumelos comestiveis, ndo é apenas
causada pelo efeito citotoxico direto. Estes compostos apresentam atividade
imunomoduladora, potenciando o sistema imunitario em multiplas vias, incluindo o
facto de promoverem o efeito proliferativo e resposta pinocitica em macréfagos (Cui &

Chisti 2003; Zhao et al. 2010).
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5.3.5 Reconhecimento de complexos PPS de extratos de corpos de

frutificacdo e culturas por anticorpos especificos

As amostras de extratos de complexos PPS extraidos de corpos de frutificacao,
micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa das estirpes de Beja, Mértola
e S“ Aleixo R. foram utilizadas no ensaio screening de analise do reconhecimento
destes compostos por diferentes anticorpos especificos produzidos por tecnologia de
hibridomas. Foram testados os anticorpos 2.58, 3H8-3H7, 1E6-1E8 e 1E6-1E8-B3
utilizando como anticorpo conjugado IgG e IgM, sendo avaliado o nivel de
reconhecimento dos complexos PPS (Anexo H, Tabela H.1).

Os resultados obtidos mostraram um reconhecimento moderado, com valores de
atividade de anticorpos entre 4,730 e 16,950 U anticorpo mL™, para as amostras de
extratos de complexos PPS extraidos de corpos de frutificagdo das diferentes estirpes
no caso dos anticorpos 2.58, 3H8-3H7 e 1E6-1E8-B3, com reconhecimento dirigido a
IgM. As amostras de Extratos de complexos PPS produzidos em micélios das culturas
da estirpe de S® Aleixo R. apresentaram um reconhecimento moderado para o
anticorpo 3H8-3H7, dirigido para IgM, com valor de atividade de anticorpo de 12,510 U
anticorpo mL™*, e um reconhecimento bastante elevado para os anticorpos 2.58 e 1E6-
1E8-B3, dirigido para IgM, apresentando valores de atividade de anticorpo de 20,830 e
23,800 U anticorpo mL™, respetivamente. Com base nos resultados obtidos
selecionou-se o anticorpo 1E6-1E8-B3 para reconhecimentos dos complexos PPS

produzidos.
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5.3.6 Analise do perfil de producdo de complexos PPS em culturas de

A. ponderosa

Foram efetuadas culturas de A. ponderosa isoladas a partir da estirpe de S Aleixo R.
gue permitiram uma analise mais detalhada dos perfis de producdo de biomassa e
complexos PPS (Figura 5.15). O perfil de producdo de biomassa mostra um
crescimento exponencial a partir do segundo dia até ao sexto dia de cultura, com uma
taxa especifica de crescimento de 0,542 dia™ (Anexo |, Figura I.1 (a)) e uma taxa
volumétrica de crescimento de 1,482 g L™ dia™ (Anexo I, Figura I.1 (b)). Do sexto ao
décimo primeiro dia, observou-se uma desaceleracao de crescimento devido a acdo
de reagentes limitantes na cultura, como a glucose e oxigénio, e a partir dai, a cultura
entra em fase estacionaria. Obteve-se um valor de biomassa maximo de 931 + 1,414
mg /100 mL, sendo mais elevado do que o obtido em outros estudo de culturas de T.
versicolor (Arteiro et al. 2012) e P. ostreatus (Gern et al. 2008; Salvador et al. 2012).

A producdo de complexos PPS intracelulares extraidos de micélios de culturas esta
representada na Figura 5.15. A taxa de especifica de producédo de complexos PPS
intracelulares observada entre o segundo e décimo dia foi de 10,616 pg mg™ ms dia™,
com um rendimento de producéo para 29,252 g de PPS por grama de biomassa. Entre
0 décimo primeiro e décimo quarto dia obteve-se uma taxa especifica de producdo de
complexos PPS mais elevada, 183,072 pg mg™ ms dia*, e um maior rendimento de
producdo com um valor de 77,429 de PPS por grama de biomassa (Anexo |, Figura I.1
(b))

O perfil de producdo de complexos PPS foi acompanhado pela variacdo da
concentracdo de proteina presente nos complexos, demonstrando a presenca de
complexos proteina-polissacérido intracelulares. Os complexos PPS produzidos
apresentaram uma maior concentracdo no décimo quarto dia (999,006 + 29,437 ug
polissacaridos mg™ extrato PPS) apresentando um contetido em proteina de 17,764 +

0,087 ug proteina mg™ extrato PPS.
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Figura 5.15. Perfil de producdo de biomassa e cinética de producdo de complexos proteina-
polissacéarido nas culturas de A. ponderosa da estirpe de S Aleixo R. Os valores apresentados s&o
a média + desvio-padrédo de trés réplicas.

Os resultados mostraram que a produgdo dos complexos proteina-polissacaridos nédo
estd totalmente associada com o crescimento do microrganismo, ocorrendo uma maior
producédo destes compostos durante o periodo de desaceleracéo celular.

Estudos semelhantes também foram efetuados com outros Basidiomycetes,
nomeadamente T. versicolor, P. ostreatus e Antrodia cinnamomea, apresentando
valores de producdo de complexos PPS inferiores aos obtidos neste estudo para

culturas de A. ponderosa (Arteiro et al. 2012; Lin & Sung 2006; Salvador et al. 2012).
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5.3.7 Purificagdo dos extratos de complexos PPS por cromatografia

de exclusdo molecular (SEC) e troca idnica (IEC)

O fracionamento do extrato de complexos PPS obtido do micélio das culturas de A.
ponderosa da estirpe de S° Aleixo R., extraido décimo quarto dia de producio
(méximo de producdo), foi efetuado por cromatografia de exclusdo molecular (SEC),
utilizando Sephacryl S-300 (GE Healthcare) como fase estacionéria, e cromatografia
de troca i6nica (IEC), utilizando como fase estacionaria a resina DEAE Sepharose fast
flow (GE Healthcare).

A Figura 5.16 mostra o perfil cromatografico e conteddo proteico e polisacaridico
obtido por SEC. Os resultados obtidos para a separacdo de compostos polissacaridos
neste extrato revelaram a possivel presenca de sete complexos proteina-polissacarido
intracelulares maioritarios (Tabela 5.4). Foi possivel determinar a massa molecular de
quatro complexos obtidos, com 329,989, 131,220, 52,180 e 15,258 kDa, de acordo
com a analise efetuada com os padrbes proteicos (Anexo G, Figura G.3 e G.4).
Observa-se também a possivel presenca de um compostos PPS com massas
moleculares ente 480 e 1500 kDa. Apesar de ndo se conseguir determinar a MM deste
complexo por apresentar volume de eluigdo inferior ao padrdo de MM mais elevada
utilizado, a urease (480 kDa), sabe-se no entanto que se encontra dentro do intervalo
de fracionamento da coluna (10-1500 kDa), uma vez que é eluido ap6s o volume de
exclusdo determinado pelo azul de dextrano (2000 kDa). Podemos observar ainda a
possivel presenca de dois compostos PPS com massa molecular inferior a 12,3 kDa,
ndo sendo possivel determinar a sua MM exata uma vez que apresentam volume de
eluicdo superior ao padrdao de MM inferior utilizado (citocromo C). ApGs o processo de
purificacdo do extrato de complexos PPS intracelular foi possivel obter um rendimento
de purificacdo de 91% em conteudo polisacaridico e de 83% em contetdo proteico.
Estes resultados de fracionamento apresentam complexos PPS com massas

moleculares proximas das encontradas na andlise por SEC-UV-RI-HPLC de extratos
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totais de complexos PPS obtidos dos micélios das culturas da estirpe de S® Aleixo R
(Figura 5.12 (c)), para as fragdes IV, V, VI e VII sendo no entanto detetados mais trés
complexos PPS por este fracionamento correspondentes as fragdes I, 1l e Ill.

Alguns estudos que referem a analise de complexos PPS isolados de micélios de
culturas de T. versicolor mostraram a presenca de compostos com massas

moleculares entre 1 a 100 kDa (Cui et al., 2007; Tavares et al., 2005).
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Figura 5.16. Perfil de fracionamento do extrato de PPS dos micélios das culturas de A. ponderosa da
estirpe de S® Aleixo R. ao 14° dia de crescimento, obtido por cromatografia de exclusdo molecular.
Os valores apresentados sdo a média + desvio-padréo de trés réplicas.

Tabela 5.4. Massas moleculares dos compostos PPS, presentes nos extratos dos micélios das

culturas de A. ponderosa da estirpe de S“ aleixo R:, obtidas por cromatografia de excluséo
molecular.

Massa molecular

FracOes (kDa)
I >480 <1500
Il 329,989
1] 131,220
v 52,180
Vv 15,258
VI <12,3
Vil <12,3
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A Figura 5.17 mostra o perfil cromatografico e o conteddo em polissacéridos e proteina
obtidos por cromatografia de troca iénica (IEC) referente & amostra de extrato de
complexos PPS intracelular. A eluicdo da amostra retida na coluna foi efetuada por um
gradiente de KCI entre 0 e 1M. Com este processo de purificacdo obtiveram-se trés
fracbes de compostos PPS com diferentes cargas idnicas negativas assinalados na
Figura 5.17. Observa-se que logo apos o inicio da aplicacdo do gradiente de KCI sédo
eluidos grande parte dos complexos PPS retidos na resina (fragéo 1), com elevada
concentracdo proteica. Esta fracdo parece corresponder a fragdo mais pura do
complexo PPS de carga negativa que ficou retido na coluna de troca ibnica.
Posteriormente séo eluidos complexos PPS, em duas fra¢des diferentes, com possivel
carga anibnica mais elevada e sem presenca de conteldo proteico, podendo
corresponder a diferentes complexos PPS, ou simplesmente a parte do mesmo
complexo que demorou mais a eluir. Apos este processo de purificacdo do extrato de

complexos PPS intracelulares foi possivel obter um rendimento de purificacdo de

aproximadamente 95% em conteudo polisacaridico e de 91% em conteldo proteico.
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Figura 5.17. Perfil cromatogréafico do extrato de PPS dos micélios das culturas de A. ponderosa da
estirpe de S Aleixo R. ao 14° dia de crescimento, obtido por cromatografia de troca iénica em
gradiente de KCI. Os valores apresentados séo a média + desvio-padréo de trés réplicas.
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As fracBes purificadas obtidas por SEC e IEC foram analisadas por FTIR-ATR e SEC-
UV-RI-HPLC. Relativamente aos resultados de FTIR-ATR (Figura 5.18 (a) e (b)) foram
detetadas bandas intensas de IR a perto de 1650 cm™ sendo caracteristicas de
grupos carboxilatos e de vibracbes das componentes proteicas presentes nos
complexos PPS (Synytsya et al. 2009; Yuen et al. 2009). Foram detetadas bandas
moderadas observadas na regido entre 900-1200 cm™ caracteristicas de glucidos,
atribuidas ao alongamento das ligagBes glicosidicas presentes nos polissacaridos
(Cheung et al. 2012; Synytsya et al. 2009). Observa-se ainda a existéncia de bandas
caracteristicas de B-glucanos, préximas de 1080, 1040 e 990 cm™ (Synytsya et al.
2009). Nos espetros obtidos observam-se ainda, tanto para as fracdes de SEC como
de IEC, bandas bastante intensas na regido de 3000-3500 cm™ caracteristicas de
vibragbes de alongamento dos grupos OH dos hidroxilos presentes nos polissacaridos
e na agua, o que é explicado pelo facto destas fracdes se encontrarem sem solvente
aguoso, potenciando visivelmente a presenca destas bandas.

Em relagcdo aos espetros obtidos por SEC-UV-RI-HPLC das fracdes obtidas e SEC
(Figura 5.19 (a)), observa-se que foi possivel separar cinco complexos PPS,
apresentando MM entre >20 e <1,5 kDa. As fragdes IV, V, VI e VIl apresentam
compostos PPS com MM semelhante as encontradas nos espetros de extratos totais
de complexos PPS obtidos dos micélios das culturas da estirpe de S™ Aleixo R (Figura
5.12 (c)). As fragBes I, Il e Il apresentam massa molecular muito semelhante (> 20
kDa), o que pode ser explicado pelo facto do limite de fracionamento desta coluna ser
de 100 kDa, e desta forma ndo é sendo possivel comparar com as MM obtidas por
SEC. Os espetros obtidos por SEC-UV-RI-HPLC das fracdes de IEC I, Il e Ill (Figura
5.19 (b)) apresentaram a presenca de dois complexos PPS com massas moleculares
inferiores a 1,5 kDa. Estas fracdes resultantes de um processo de fracionamento pelas
diferentes cargas i6nicas foram sujeitas a analise por separacdo por massas
moleculares observando-se que as diferentes fracdes sdo compostas pelos mesmos

dois complexos PPS.
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Figura 5.18. Espectros de FITR-ATR referentes as fragcdes obtidas por SEC (a) e IEC (b), dos
extratos de complexos PPS intracelulares das culturas de A. ponderosa da estirpe de S® Aleixo R..
Os espetros apresentados sao a média de trés medi¢Bes independentes.
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Figura 5.19. Perfil cromatogréfico obtido por HPLC, com sinal de RI registados em fun¢éo do tempo
de retencdo para as fracdes obtidas por SEC (a) e IEC (b), dos extratos de complexos PPS
intracelulares das culturas de A. ponderosa da estirpe de S Aleixo R..
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5.3.8 Reconhecimento dos extratos de complexos PPS e fracdes

purificadas por anticorpo especifico

Os extratos de complexos PPS das culturas de A. ponderosa da estirpe de S® Aleixo
R. obtidos ao longo de 15 dias de cultura foram analisados quanto ao reconhecimento
pelo anticorpo especifico selecionado anteriormente, 1E6-1E8-B3. Os resultados de
detecdo dos extratos de complexos PPS estdo apresentados na Figura 5.20. A
atividade do anticorpo no reconhecimento dos complexos PPS foi expressa em ug de
polissacéarido por mg de massa seca de extrato, de acordo com a curva padrao obtida
para estes complexos produzidos (Anexo H, Figura H.1).

Os resultados obtidos mostraram que o anticorpo 1E6-1E8-B3 apresentou atividade de
reconhecimento para todos os extratos de complexos PPS obtidos nos diferentes dias
de cultura. O perfil de reconhecimento acompanha o perfil de concentracdo de
polissacaridos presente nos diferentes extratos, sendo a concentracdo de
polissacéarido detetada pela atividade de anticorpo um pouco mais baixa que a obtida

por quantificagao.
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Figura 5.20. Perfil de reconhecimento dos compostos PPS, pelo anticorpo 1E6-1E8-B3, produzidos
nas culturas de A. ponderosa da estirpe de S° Aleixo R. Os valores apresentados s&o a média +
desvio-padréo de trés réplicas.
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As fracBes obtidas por cromatografia de exclusdo molecular (SEC) e cromatografia de
troca ionica (IEC), referentes ao extrato de complexos PPS obtido ao décimo quarto
dia de cultura, foram também analisadas quanto ao seu reconhecimento pelo anticorpo
1E6-1E8-B3, estando o0s resultados apresentados nas Figuras 5.21 e 5.22,
respetivamente.

No que respeita as fracBes purificadas por SEC (Figura 5.21) observa-se um
reconhecimento pelo anticorpo 1E6-1E8-B3 dirigido a IgM para todas as fracbes
obtidas. As fracdes purificadas identificadas por Ill, IV e V foram as que apresentaram
atividade de anticorpo mais elevada, correspondendo a valores de concentracdo em
polissacaridos também mais elevados. No entanto também as fragfes |, Il, VI e VII

apresentaram elevado reconhecimento pelo anticorpo.

pg polissacaridos mg?! ms
Mg polissacaridos mg?! ms

Volume (mL)

—+—polissacaridos =e=reconhecimento do anticorpo 1E6-1E8-B3

Figura 5.21. Perfil de reconhecimento dos compostos PPS, pelo anticorpo 1E6-1E8-B3, presentes
nas fracdes de SEC. Os valores apresentados sdo a média + desvio-padréo de trés réplicas.

217



Caracterizacao e atividade biolégica de complexos proteina — polissacarido produzidos em culturas de A. ponderosa

Relativamente as fracbes purificadas por IEC (Figura 5.22), observou-se uma atividade
de anticorpo mais elevada para a fracdo purificada identificada por | enquanto as
fracBes purificadas Il e lll apresentaram um reconhecimento mais baixo pelo anticorpo.
Existe ainda um elevado reconhecimento para as primeiras fragdes eluidas durante a
fase de lavagem da coluna, que contem complexos PPS que néo ficaram retidos na
resina e desta forma de carga idnica positiva.

Mais uma vez o perfil de concentracdo obtido pela atividade de anticorpo acompanha

o perfil de concentragdo em polissacaridos quantificadas nas diferentes fragoes.
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Figura 5.22. Perfil de reconhecimento dos compostos PPS, pelo anticorpo 1E6-1E8-B3, presentes
nas fracdes de IEC. Os valores apresentados sdo a média = desvio-padrao de trés réplicas.
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5.3.9 Analise da competitividade antigénica para os complexos PPS

produzidos em culturas de A. ponderosa

O anticorpo 1E6-1E8-B3 foi testado quanto ao seu reconhecimento a outros antigénios
polisacaridicos comerciais, nomeadamente amido, celulose, pectina, quitosano e
xilano e complexos PPS produzidos em culturas liquidas de estirpes flungicas de
cogumelos comestiveis, nhomeadamente Pleurotus ostreatus e Coriolus versicolor.
Desta forma foi avaliado por ELISA o reconhecimento da espécie antigénica em
estudo, complexos PPS de A. ponderosa da estirpe de S® Aleixo R., pelo anticorpo
previamente colocado em contato com o0s restantes antigénios, possiveis
competidores. Os resultados de reconhecimento estdo apresentados na Figura 5.23,
expresso em atividade de anticorpo por unidade de volume de amostra. Pelos
resultados obtidos, pode-se concluir o anticorpo 1E6-1E8-B3 nado apresentou afinidade
para qualquer um dos antigénios competidores testados, uma vez que os valores
atividade de anticorpo se mantiveram praticamente contantes, entre 10 a 14 U mL™,
para todas as concentragfes de antigénios testadas. Desta forma depreende-se que o
anticorpo 1E6-1E8-B3 ndo reconhece 0s epitopos ou determinantes antigénicos
especificos dos antigénios competidores testados e assim permanece com 0S Seus
locais de ligacdo a antigénios, extremidade variavel amino-terminal, livres para reagir
com o antigénio inicial (o que revestiu a placa de ELISA), os complexos PPS de A.
ponderosa.

No ensaio de controlo positivo efetuado, no qual o anticorpo foi incubado com o
proprio extrato de complexos PPS de A. ponderosa, observa-se uma diminuicdo de
atividade anticorpo com o aumento da concentracdo de extrato com o qual foi
incubado. Este resultado foi de encontro ao esperado, permitindo também a validag&o
do ensaio quanto as concentracdes de competidores estudadas, uma vez que permitiu

perceber que a gama de concentragdes utilizadas seria suficiente para este estudo.
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Neste caso o anticorpo reconheceu o0s epitopos dos complexos PPS de A. ponderosa
durante a sua incubagdo com este extrato, ficando com um menor nuimero de
extremidades de ligacdo disponiveis para reagir com 0 antigénio inicial (0 mesmo
extrato de complexos PPS que revestiu a placa de ELISA) e desta forma observando-
se uma diminuicdo da atividade de anticorpo pelo aumento da contracdo do antigénio
em estudo.

Neste ensaio pretendeu-se ainda provar que os antigénios competidores testados ndo
sao reconhecidos pelo anticorpo 1E6-1E8-B3 em ELISA direto, ou seja utilizando estes
compostos polisacaridicos como antigenios primérios. Nestes ensaios, considerados
de controlos negativos do ensaio, ndo se observou atividade de anticorpo para
qualguer um dos compostos antigénicos, permitindo mais uma vez concluir a nao

afinidade do anticorpo para estes antigénios testados.
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Figura 5.23. Avaliacdo da competitividade antigénica para o0s extratos de complexos PPS
intracelulares das culturas de A. ponderosa da estirpe de S° Aleixo R., utilizando diferentes
competidores antigénicos. Os valores apresentados séo a média + desvio-padréo de trés réplicas.
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5.3.10 Analise da especificidade do anticorpo para os complexos PPS

produzidos em culturas de A. ponderosa

Para uma analise da especificidade do anticorpo 1E6-1E8-B3 para o antigénio em
estudo foi efetuado um ensaio de Western blotting no qual o antigénio soltvel foi
previamente separado por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des nativas.
A Figura 5.24 apresenta os géis de gradiente de poliacrilamida usados na andlise
eletroforética. Foram analisadas as fragbes purificadas por SEC (Figura 5.24 (a)) que
apresentaram um maior reconhecimento pelo anticorpo e as fragfes de IEC (Figura
5.24 (b)) obtidas apds a aplicagdo de gradiente de KCI. O perfil eletroforético das
fragcdes purificadas foi comparado com a amostra total de extrato de complexos PPS
das culturas de A. ponderosa da estirpe de S® Aleixo R. obtida ao décimo quarto dia
de producgéo.

Pela andlise do perfil eletroforético obtido para a amostra total, comparativamente ao
perfil dos padrdes proteicos com massa molecular conhecida, observa-se a existéncia
de quatro bandas. Uma banda (i) com MM superior a 480 kDa, a segunda (ii) com MM
entre 198 e 480 kDa, a terceira (iii) com MM pouco acima de 66 kDa e a quarta (iv)
com MM um pouco inferior a 12 kDa.

As fragbes purificadas de SEC (Figura 5.24 (a)), identificadas de Ill, IV e V,
apresentaram um perfil como uma Unica banda. A fragdo Il apresentou uma banda
com MM entre 198 e 480 kDa com MM semelhante a banda ii presente no extrato
total. A fracao IV apresenta uma banda com MM proxima da banda iii do extrato total,
perto de 66 kDa. A fracdo V apresenta uma banda com MM perto de 12 kDa,
semelhante ao que sucede com a banda iv observada no perfil do extrato total. As
bandas observadas nos perfis eletroforéticos para as fracdes lll, IV e V apresentam
MM semelhantes aos quantificados por SEC.

Relativamente as frac6es purificadas por IEC, (Figura 5.24 (b)), identificadas de |, Il e

[l apresentaram um perfil constituido por duas bandas. Uma banda com MM
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semelhante a banda ii do extrato total, entre 198 e 480 kDa e outra com MM

semelhante a banda iv do extrato total, proximo de 12 kDa.

kDa
Urease 480

AIl:zumlna 108
(trimero)

Albumina

(dimero) 132

Albumina
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(mondmero)

Ovalbumina 45
Citocromo C 12

(b)

Figura 5.24. Analise eletroforética por PAGE-Nativa do extrato de complexos PPS das culturas A.
ponderosa e frag6es purificadas por SEC (a) e IEC (b).

M — marcador de massas moleculares, 1 — extrato de complexos PPS, 2,3 e 4 —fragbes I, IV e V de
SEC (a), fracdes I, Il e lll de IEC (b).

ApoOs a eletroforese, e a transferéncia do antigénio, complexos PPS do extrato total e
fracbes purificadas, para a membrana de nitrocelulose, o anticorpo é usado para
detetar presenca de antigénios especificos.

Na Figura 5.25 encontram-se as membranas de nitrocelulose com os resultados de
reconhecimento do anticorpo 1E6-1E8-B3 para a amostra de extrato total e fracbes
purificadas. O extrato total de complexos PPS de A. ponderosa apresenta um
reconhecimento pelo anticorpo nas bandas ii e iv, mostrando uma banda de
reconhecimento mais intensa referente a banda ii.

As fracdes purificadas obtidas por SEC (Figura 5.25 (a)) apenas duas foram

reconhecidas pelo anticorpo. A fracdo Ill foi a que apresentou um reconhecimento
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mais forte do anticorpo, e a fragdo V apresentou um reconhecimento mais fraco,
enquanto a fracdo IV ndo foi detetada pelo anticorpo. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos anteriormente para reconhecimento pelo anticorpo apresentado
na Figura 5.21, que mostra que as fracdes Ill e V sdo as que apresentam
reconhecimento mais elevado no anticorpo.

Relativamente as fragfes purificadas obtidas por IEC (Figura 5.25 (b)) observa-se um
reconhecimento para ambas as bandas detetadas no perfil eletroforético em PAGE-
Nativa. A banda ii apresenta no entanto um reconhecimento mais forte que a banda iv.
Pode ainda observar-se que as fragbes | e Il apresentam bandas de reconhecimento
mais fortes que a fragdo lll. Estes resultados estdo de acordo com a analise de
reconhecimento por atividade do anticorpo apresentada na Figura 5.22, que mostra

também um maior reconhecimento da fracao I.

Figura 5.25. Membranas de nitrocelulose de analise da especificidade do anticorpo 1E6-1E8-B3
para o extrato de complexos PPS das culturas A. ponderosa e fragdes purificadas por SEC (a) e IEC
(b).

1 — extrato de complexos PPS, 2,3 e 4 —fragBes I, IV e V de SEC (a), fragbes I, Il e Il de IEC (b).
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O estudo descrito neste capitulo permitiu-nos caracterizar os extratos de complexos
PPS obtidos de cogumelos e culturas de A. ponderosa. No screening de monitorizacao
da producédo destes compostos, pelas técnicas de microanalise, obtiveram-se perfis de
bandas espectrais caracteristicos deste tipo de compostos. Pela andlise
cromatogréfica de exclusdo molecular foi possivel confirmar a presenca de complexos,
estimar o0 nimero de compostos presentes nos extratos e determinar 0 seu peso
molecular. Foi possivel conhecer o perfil se producdo dos complexos em cultura
liquida e purificar os extratos recorrendo a técnicas cromatograficas.

A analise de reconhecimento por anticorpos especificos mostrou elevada
especificidade do anticorpo 1E6-1E8-B3 para algumas fracdes maioritarias de

complexos PPS.
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A utilizacdo de cogumelos silvestres na producdo de compostos biologicamente ativos
com aplicacbes terapéuticas, tem sido alvo de inumeras pesquisas, revelando
importancia no desenvolvimento de novos compostos com propriedades medicinais.

O presente estudo mostrou uma abordagem inovadora para esta espécie de
cogumelos comestiveis, A. ponderosa, com a producdo e valorizacdo de metabolitos
ativos.

Com base nos estudos descritos nos capitulos anteriores, foi possivel retirar algumas

conclusdes gerais, que a seguir se descrevem.

Os estudos de caracterizacdo inorganica dos corpos de frutificacdo de A. ponderosa

recolhidos nos diferentes locais mostraram que:

v' os corpos de frutificagdo apresentaram na sua constituicdo um elevado contetdo

em agua, correspondendo a cerca de 90 - 93% da sua massa;

v' as amostras recolhidas nos diferentes locais apresentaram valores médios de
massa seca semelhantes, variando entre 6,9 a 9,7%, com contetdos médios de

matéria organica entre 6,2 a 9% e de minerais entre 0,5 e 0,9%;

v/ a analise inorganica permitiu inferir que o consumo de 100 g de matéria edivel
de A. ponderosa corresponde a um maximo de 9 g de macronutrientes (incluindo

glucidos e proteinas), e um valor inferior a 1 g de minerais;

v/ as amostras de corpos de frutificacdo de A. ponderosa dos diferentes locais
apresentaram elevado conteldo em macroelementos, nomeadamente: potassio
célcio, fésforo, magnésio, e sédio, podendo ser uma importante fonte destes

nutrientes essenciais;

v' O potéssio foi 0 elemento presente em concentragcdes mais elevadas em todas

as amostras de A. ponderosa analisadas;

227



Conclus®es e perspectivas futuras

v' 0s oligoelementos cobre, crémio, ferro, manganés e zinco, microelementos
essenciais nos sistemas biolégicos, também podem ser encontrados em corpos

de frutificacdo de A. ponderosa, dentro dos limites de DDR.

v' a presenca de metais pesados, tais como: aluminio, bario, cadmio, chumbo e
prata foi bastante baixa, dentro dos limites de DDR, ndo constituindo risco para a

salide humana;

v/ a andlise inorganica mostrou que a variacdo da composicdo mineral dos
cogumelos consoante o local de colheita foi semelhante a observada para as
respetivas amostras de solo, podendo indicar a influéncia das caracteristicas dos

substratos na composi¢cdo das amostras recolhidas nos diferentes locais.

O estudo de isolamento, selecédo e identificacao de estirpes flngicas mostrou que:

v’ foi possivel isolar diferentes estirpes de A. ponderosa a partir das amostras de

corpos de frutificacdo recolhidos nos diferentes locais;

v durante o processo de isolamento das estirpes de A. ponderosa, foram isoladas
diferentes estirpes fungicas que vivem em associa¢do com estes Basidiomycetes

no seu habitat natural;

v' as estirpes fungicas predominantes da microbiota de A. ponderosa, que foi
possivel isolar, pertencem aos géneros Aspergillus, Cladobotryum, Mucor e

Penicillium.
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Os estudos de andlise molecular das amostras de A. ponderosa e isolados fungicos

mostraram que:

v' a técnica de M13-PCR fingerprinting permitiu identificar e caracterizar o peffil

molecular de cogumelos da espécie A. ponderosa;

v os diferentes perfis moleculares obtidos possibilitaram distinguir os cogumelos
da espécie A. ponderosa de outras espécies de fungos que com eles coabitam,

assim como de outros cogumelos comestiveis;

v' a abordagem molecular por M13-PCR permitiu diferenciar, de modo rapido e
reprodutivel, as diferentes estirpes fungicas testadas, com graus de proximidade
suficientes possibilitando agrupa-las de acordo com o género a que pertencem e

o local de colheita;

v a analise por M13-PCR mostrou ser uma ferramenta importante para o
desenvolvimento de uma estratégia para o processo de certificacdo da espécie

A. ponderosa.

A pesquisa de compostos bioativos produzidos por A. ponderosa mostrou que:

v’ foi possivel produzir culturas liquidas a partir das estirpes isoladas de corpos de

frutificagcdo de A. ponderosa dos diferentes locais;

v’ foi possivel obter diferentes extratos de compostos bioativos, homeadamente
extratos lipofilicos, fendlicos e complexos PPS, a partir dos corpos de frutificacao

e culturas de A. ponderosa,

v' as amostras de corpos de frutificacdo, culturas e extratos lipofilicos, fendlicos e

complexos PPS apresentaram importantes propriedades antioxidantes, com
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atividade pelos métodos do DPPH e (3-caroteno/acido linoleico e capacidade de

mimetizacéo das atividades CAT e SOD;

as amostras de micélios e sobrenadantes das culturas apresentaram atividade

antiproliferativa em células tumorais MDA-MB-231;

as importantes propriedades bioldégicas observadas, designadamente as
propriedades antioxidantes e efeito antiproliferativo sugerem que o0s
cogumelos/extratos obtidos de A. ponderosa podem ser uma importante fonte de

compostos bioativos com potencial valor nutracéutico e medicinal.

A analise dos efeitos toxicolégicos das amostras de corpos de frutificacdo e culturas

de A. ponderosa mostraram que:

v’ as amostras de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das culturas de
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A. ponderosa das estirpes recolhidas nos diferentes locais, ndo apresentaram

toxicidade em A. salina, com valores de mortalidade inferiores a 3%;

os extratos lipofilicos, fendlicos totais e complexos PPS, obtidos de corpos de
frutificacdo e culturas de A. ponderosa apresentaram baixa toxicidade em A.

salina, com valores de mortalidade inferiores a 3, 6 e 6%, respetivamente;

as amostras de corpos de frutificagcdo e micélios das culturas administrados em
doses elevadas (2000 mg kg™) a murganhos Swiss, ndo apresentaram efeitos
téxicos, ndo se observando morte de nenhum dos murganhos administrados,

pelo que o valor de LDs, estimado ser& muito superior a 2000 mg Kg™;

no screening farmacologico, amostras testadas nado induziram sinais de
toxicidade aos animais, 0s quais mostraram um comportamento normal a nivel

motor, cognitivo e sensorial, durante as primeiras 24 h de ensaio;
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v as amostras foram eficazes na reducao de lesdes no figado induzidas por etanol,
apresentando um efeito hepatoprotetor semelhante ao farmaco padréao

silimarina;

v a elevacdo das atividades ALT, AST, ALP e GGT, no soro de ratos Wistar, foi
significativamente antagonizada pela administracdo prévia das amostras de

corpos de frutificacdo e micélios de A. ponderosa;

v 0s resultados apontam para a possibilidade de utilizacdo destes
cogumelos/micélios como suplementos alimentares, nutracéuticos, coadjuvantes

no tratamento de doengas hepéticas.

A andlise do perfil de producdo de complexos PPS em culturas liquidas de A.

ponderosa mostrou que:

v/ a producdo de biomassa, mostrou um crescimento exponencial a partir do
segundo até ao sexto dia de cultura, entrando num periodo de desaceleracdo do
crescimento até ao décimo primeiro dia, devido a acdo de reagentes limitantes, e

partir dai passou a estar em fase estacionaria até ao final da cultura;

v' a producdo de complexos PPS iniciou-se com o crescimento da biomassa, mas
apresentou uma maior expressividade a partir do décimo primeiro dia de cultura,

apresentando um maximo de concentragcdo no décimo quarto dia;

v o perfil de producdo de polissacaridos foi acompanhado pela producdo de

proteina, demonstrando a presencga de complexos PPS intracelulares;

v’ 0s resultados mostraram que a producdo dos complexos PPS nao esta totalmente
associada com o crescimento do microrganismo, pois a maior producdo destes

metabolitos ocorre durante o periodo de desaceleracdo do crescimento celular.
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O estudo de caracterizacdo dos extratos bioativos de complexos PPS mostrou que:

v/ a andlise espectral das amostras de complexos PPS, obtidos em corpos de
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frutificac&o e culturas de A. ponderosa, efetuadas por técnicas espetroscépicas de
microandlise mostraram um perfil caracteristico de bandas compativel com este

tipo de compostos;

as abordagens de microscopia e microandlise por FTIR-ATR e Raman podem ser
usadas para efetuar uma monitorizacao de forma rapida e in situ, na producéo de
compostos PPS, ndo necessitando de uma extracdo prévia e laboriosa das

amostras;

foi possivel separar os diferentes complexos PPS presentes nos extratos por

andlise SEC-UV-RI-HPLC, apresentando perfis cromatograficos semelhantes;

0s extratos de complexos PPS obtidos dos corpos de frutificacdo e culturas
apresentaram trés e quatro complexos PPS maioritarios, respetivamente, com

MM entre >20 <1,5 kDa;

foi possivel purificar os extratos de complexos PPS intracelulares (obtidos de
micélios da culturas), por técnicas cromatograficas, obtendo-se sete complexos
PPS maioritarios, com diferentes massas moleculares por andlise SEC e trés

fracdes purificadas de complexos com carga ionica negativa por analise IEC;

as fracOes purificadas apresentaram bandas de infravermelho nas regibes
espectrais referentes a componentes proteicas e glucidicas, consistentes com 0s

perfis observados para os extratos totais de complexos PPS;

as fracOes purificadas obtidas por SEC apresentaram ainda massas moleculares
diferentes quando analisadas por SEC-UV-RI-HPLC, com resultado consistentes

aos observados na analise dos extratos totais de complexos PPS;
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v as fracBes purificadas por IEC mostraram a presenca de dois complexos PPS,
por posterior andlise SEC-UV-RI-HPLC, com massas moleculares inferiores a

1,5 kDa.

Os estudos de atividade antiproliferativa dos extratos de complexos PPS mostraram que:

v 0s extratos de complexos PPS de micélios e sobrenadantes das culturas de A.
ponderosa apresentaram um importante potencial antiproliferativo em células

tumorais MDA-MB-231;

v 0s extratos de complexos PPS de sobrenadantes mostraram ser mais eficientes
do que os dos micélios na reducdo da capacidade de crescimento da linha

celular cancerigena, apresentando valores de ICs inferiores;

v/ 0s extratos de complexos PPS obtidos do micélio da estirpe de Mértola
mostraram efeito mais promissor na inibicdo de crescimento de células MDA-

MB-231.

O estudo da detecdo de compostos polissacaridos em extratos de complexos PPS

mostrou que:

v no ensaio screening de andlise do reconhecimento dos compostos
polissacaridos presentes nos extratos de complexos PPS extraidos de corpos de
frutificacdo e culturas, por diferentes anticorpos especificos produzidos por
tecnologia de hibridomas, evidenciou-se uma maior reconhecimento dos micélios

das culturas da estirpe de S* Aleixo R.:

v' 0s extratos de complexos PPS intracelulares, obtidos nos diferentes dias de

cultura, foram reconhecidos pelo anticorpo 1E6-1E8-B3, apresentando um perfil
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de reconhecimento semelhante ao perfil de concentracdo de polissacéaridos

presente nos diferentes extratos;

as fracbes purificadas por SEC e IEC, dos extratos de complexos PPS
intracelulares obtidos ao décimo quarto dia de cultura, também apresentaram
reconhecimento pelo anticorpo especifico 1E6-1E8-B3, apresentando uma maior

atividade do anticorpo para as amostras maioritarias;

no ensaio de competitividade antigénica, o anticorpo especifico 1E6-1E8-B3 nao
reconhece o0s determinantes antigénicos especificos dos antigénios
competidores testados, mostrando elevada especificidade para os complexos

PPS de A. ponderosa;

no ensaio de andlise da especificidade antigénica para os extratos de complexos
PPS e fragbes purificadas por SEC e IEC, o anticorpo reconheceu dois

complexos PPS;

as técnicas imunoldgicas utilizadas, podem ser uteis no desenvolvimento de

metodologias de controlo da especificidade de producéo destes compostos.

Este trabalho veio colocar algumas questdes que seria importante esclarecer em

estudos futuros, designadamente:

v’ caracterizar estruturalmente os complexos PPS presentes nas fracdes ativas

purificadas por RMN 2D (COSY, HMQC, HMBC, NOESY);

v otimizar o processo de producdo/aumento de escala com vista a uma maior
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producdo de compostos bioativos em culturas de A. ponderosa;
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v avaliar o efeito antitumoral de micélios/extratos em ensaios de proliferacédo
celular, utilizando linhas celulares derivadas de diferentes tipos de carcinoma, e
estimar o0 mecanismo de acdo em ensaios de proliferacdo celular, metastizacdo
e efeito nas vias de sinalizagdo, com vista ao desenvolvimento de suplementos

alimentares ou coadjuvantes da terapia antitumoral.
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Anexos

Anexo A - Composicdo quimica dos meios de cultura utilizados no

isolamento das estirpes fungicas e producdo de culturas

liquidas.

Tabela A.1.Composi¢cédo do meio de Hagen modificado.

Meio Hagen (modificado)

Reagentes Quantidade (g L)
KH,PO, 0,5

NH,4CI 0,5
MgSO, 7H,0 0,5

FeCls 0,005
Glucose 5

Malt extract 5
Tiamina HCL 0,050
Rifanpicina 0,035

Agar 15

Tabela A.2. Composicao do meio de Melin-Norkans modificado (MMN).

Meio MMN

Reagentes Quantidade (g L™)
KH,PO, 1
(NH,4)2HPO, 0,25
MgSO, 7H,0 0,15
NacCl 0,025
CaCl, 0,025
FeCl; 0,012
Glucose 20
Malt extract 3
Yeast extract 1
Tiamina HCL 0,3
Rifanpicina 0,035
Agar 15
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Tabela A.3. Composicédo do meio potato dextrose agar (PDA)

Meio PDA
Reagentes Quantidade (g L)
Potatoes infusion 32,2
Dextrose 3,9
Agar 2,9

Tabela A.4. Composicao do meio de meio malt extract agar (MEA)

Reagentes Quantidade (g L™)
Malt extract 20
Glucose 20
Peptona 1
Agar 20

Tabela A.5. Composicao do meio malt extract (ME)

Reagentes Quantidade (g L™)
Malt extract 20
Glucose 20
Peptona 1
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Anexo B — Composicéo de algumas solugdes utilizadas no capitulo 2

B.1- TBE 10X (pH 8,3)
Tris 890 mM
Acido bérico 890 mM

EDTA 500 mM

B.2 - Solugéo tampéo TBE 1X

Diluicdo de 1:10 da solucao de TBE 10X com agua ultrapura estéril.

B.3- Solugéo tampéo TBE 0,5X

Diluic&o de 1:20 da solucdo de TBE 10X com &gua ultrapura esteéril.

B.4 - Solugéo de corante stock (6X) (1 mL)
Azul de bomofenol 0,0025 g

Xilenocianol 0,0025 g

Glicerol 300 pL

TBE 1X 700 pL

B.5 - Solug&o de corante stock 1X

Diluicdo de 1:6 da solucdo corante stock 6X com TBE 1X.
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Anexo C — Curvas de calibracdo padréo utilizadas para quantificacdo dos

compostos bioativos
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Figura C.1. Curva de calibragdo do &cido cafeico para quantificagdo do contetdo fendlico total
efetuado pelo método pelo método do Folin-Ciocalteu. Os valores apresentados sdo a média +
desvio-padréo de 6 réplicas.
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Figura C.2. Curva de calibracao de glucose para quantificacdo de polissacaridos pelo método do
fenol-acido sulfirico. Os valores apresentados sdo a média + desvio-padrao de 3 réplicas.
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Figura C.3. Curva de calibracao de BSA para quantificacao de proteina pelo método de Bradford. Os
valores apresentados sdo a média + desvio-padrdo de 3 réplicas.
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Anexo D — Curvas de calibracdo padrédo e dose resposta utilizadas para

andlise das atividades bioldgicas
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Figura D.1. Avaliacéo da percentagem de inibicdo do acido ascoérbico: pelo método do radical livre
DPPH (a) e pelo método do B-caroteno/acido linoleico (b). Os valores apresentados sdo a média +
desvio-padréo de 6 réplicas.
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Figura D.2. Determinagdo dos valores de ICs, para os sobrenadantes liofilizados obtidos nas
culturas liquidas de A. ponderosa das estirpes de Beja (a), Mértola (b) e S Aleixo R. (c). Os valores
apresentados sdo a média + desvio-padréo de 3 réplicas
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Anexo E — Curvas de dose resposta obtidas nos ensaios de potencial
antiproliferativo em células tumorais humanas MDA-MB-231
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Figura E.1. Determinacdo dos valores de ICsq de potencial antiproliferativo, obtidos em ensaios de
células humanas MDA-MB-231, para as amostras de micélios liofilizados obtidos nas culturas de A.
ponderosa das estirpes de Beja (a), Mértola (b) e S Aleixo R. (c) e sobrenadantes liofilizados das
culturas das estirpes de Beja (d), Mértola (e) e S Aleixo R. (f). Os valores apresentados s&o a
média + desvio-padréo de trés ensaios independentes (n = 3) efetuados em triplicado.
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Figura E.2. Determinacdo dos valores de ICsq de potencial antiproliferativo, obtidos em ensaios de
células humanas MDA-MB-231, para as amostras de extratos de compostos PPS obtidos de
micélios das culturas de A. ponderosa das estirpes de Beja (a), Mértola (b) e S Aleixo R. (c) e
extratos de compostos PPS obtidos de sobrenadantes das culturas das estirpes de Beja (d), Mértola
(e) e S® Aleixo R. (f). Os valores apresentados sdo a média + desvio-padrdo de trés ensaios
independentes (n = 3) efetuados em triplicado.
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Anexo F- Composicdo do meio salino e curva de dose resposta
utilizados nos ensaios de toxicidade em Artemia salina

Tabela F.1. Composicado do meio de sais, utilizado nos ensaios com Artemia salina.

Meio salino

Reagentes Quantidade (g L™)
KCI 0,84
CaC|2 816
MgSO4 7H20 5158
NacCl 26,4
NaHCO; 0,17
MgsBOs 0,03
MgCl,.6H,0 4.6
100 -

LC 50 (K,Cr,0.) = 51,55 + 1,04 mg/L

50

% de Mortalidade

0,5 . 1,0 . 115 . 2,0
log [K,Cr,0.]

Figura F.1. Curva dose-resposta para o dicromato de potassio, com determinacdo do LCg,. Os
valores apresentados sdo a média + desvio-padrao de 3 réplicas.
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Anexos

Anexo G — Curvas de calibracdo padrao utilizadas para a caracterizacéo

dos extratos PPS

30
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Figura G.1. Perfil cromatografico de RI dos compostos polietilenoglicol (PEG) com massas
moleculares de 20, 6, 3 e 1,5 kDa, por analise de exclusdo molecular em sistema de HPLC.
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Figura G.2. Curva de calibragdo da coluna de SEC-UV-RI-HPLC, utilizando padrdes de
polietilenoglicol (PEG) com massas moleculares de 1,5, 3, 6 e 20 kDa. Os valores apresentados sdo
a média + desvio-padréo de 3 réplicas.
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Figura G.3. Perfil cromatogréafico dos compostos padréo por SEC, utilizando Sephacryl S-300 como
fase estacionaria.
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Figura G.4. Curva de calibragdo da coluna de SEC, utilizando Sephacryl S-300 como fase
estacionaria, para os padrdes citocromo C, ovalbumina e urease com massas moleculares de 12, 46
e 400 kDa, respetivamente. Os valores apresentados sao a média + desvio-padrao de 3 réplicas.




Anexos

Anexo H — Registo da atividade dos anticorpos e curva de calibracédo para
andlise do reconhecimento dos compostos PPS

Tabela H.1. Registo dos valores de atividade dos quatro anticorpos testados obtidos no ensaio de
screening de reconhecimento dos compostos PPS presentes nos diferentes extratos obtidos de
corpos de frutificacéio e culturas de A. ponderosa das estirpes de Beja, Mértola e S® Aleixo R.

Atividade dos anticorpos (U mL™)

Extratos PPS Estirpe . 3H8-3H7 1E6-1E8 1E6-1E8-B3
c q Beja 11,680 1,160 @ 4,730 0,770 1,790 0,950 @ 6,230 0,760
orpos de .
frutificacdo MtsftOla 13,000 1,690 | 6,390 0,720 2,550 0,610 12,940 0,580
S AleixoR. 14,860 1,900 10,490 0,740 3,200 0,890 16,950 0,710
Beja 1,210 0,750 1,260 0,690 0,850 0,650 0,810 0,410
Micélios Meértola 0,000 0,450 0,980 0,550 0,690 0,660 1,330 0,340
1
S ° Aleixo R. - 2,450 12,510 0,690 4,310 0,640 0,450
Beja 0,000 0,290 0,610 0,460 0,560 0,500 1,050 0,350
Sobrenadantes ~ Mértola 0,000 0,090 0,440 0,350 0,430 0,350 0,710 0,250

SwAIeiXOR. 0,000 0,080 0,120 0,220 0,210 0,170 0,200 0,170

Os valores destacados a claro e escuro indicam reconhecimento moderado e elevado dos anticorpos, respetivamente.
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Figura H.1. Curva de calibracdo de reconhecimento de polissacéaridos pelo anticorpo 1E6-1E8-B3,
utilizando extratos de polissacaridos nas concentra¢des de 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1500
ug mL™. Os valores apresentados sdo a média + desvio-padrédo de 3 réplicas.
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Anexo | — Andlise da producéao de biomassa nas culturas de A. ponderosa

Tabela I.1. Registo dos valores médios das amostras de micélios e sobrenadantes liofilizados
obtidos nas culturas liquidas de A. ponderosa de 500 mL ao fim de 15 dias de crescimento.

Beja 5,760 + 0,157 1,005 = 0,089
A. ponderosa  \Mértola 7,456 + 0,203 1,415+ 0,117
S® Aleixo R. 4,816 £ 0,120 1,040 = 0,075
2,5 -
U SLE St gt Sl <
2 - S andl
§ 1,5 -
g y =0,542x - 1,250
S 1- R2 = 0,9863
2
5 05 -
O T T T T T T T T T T T T T T 1
( 1 {3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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© 4 - o
7 - 300 =
© o
g 31 S
- 200
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Figura 1.1. Perfil de biomassa e concentracdo de PPS intracelulares nas culturas liquidas de A.
ponderosa de S Aleixo R., com determinacdo da taxa especifica de crescimento e producdo de
PPS. Os valores apresentados sdo a média + desvio-padréo de 3 réplicas.
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Anexos

Anexo J — Analise estatistica

J.lI - Andlise estatistica referente a caracterizacdo quimica e inorgéanica

dos corpos de frutificacdo de A. ponderosa e amostras de solos.

Tabela J.I.1. Analise de variancia (ANOVA) dos conteldos em agua, matéria organica e minerais
presentes nos corpos de frutificagdo das estirpes de A. ponderosa recolhidos nos diferentes locais.

Contetdo Somados Grausde Meédiados Valor de E Valor de p
(%) guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre grupos 97,909 23 4,257 5,144 0,000
Aqua Dentro dos
g grupos 38,894 47 0,828
Total 136,803 70
Entre grupos 93,860 23 4,081 5,192 0,000
Matéria Dentro dos
organica  grupos 36,942 47 0,786
Total 130,802 70
Entre grupos 2,283 23 0,099 7,617 0,000
Minerais Dentro dos
grupos 0,612 47 0,013
Total 2,895 70

Tabela J.I1.2. Comparacdo mudltipla de médias do conteldo em agua (a), matéria organica (b) e
minerais (c), presente nos corpos de frutificacdo das estirpes de A. ponderosa dos diferentes locais,
pelo teste de Tukey HSD.

(@)  Contetudo em Nivel de significancia p< 0,05

agua (%) 1 2 3 4 5
M. S. Domingos 89,481
V. N. S. Bento 90,040 90,040
Evora 90,171 90,171 90,171
Rosal F. 90,361 90,361 90,361 90,361
Evoramonte 90,410 90,410 90,410 90,410
Her® Mitra 90,469 90,469 90,469 90,469
Baleizédo 90,698 90,698 90,698 90,698
Beja 90,973 90,973 90,973 90,973 90,973
S© Aleixo R. 91,105 91,105 91,105 91,105 91,105
N. S Machede 91,394 91,394 91,394 91,394 91,394
N. S Guadalupe 91,423 91,423 91,423 91,423 91,423
M® Borralha 91,526 91,526 91,526 91,526 91,526
Cabeca Gorda 91,647 91,647 91,647 91,647 91,647
M' Novo 91,737 91,737 91,737 91,737 91,737
Cabezas Rubias 91,824 91,824 91,824 91,824 91,824
Valverde 91,968 91,968 91,968 91,968 91,968
Azaruja 92,450 92,450 92,450 92,450
Montejuntos 92,721 92,721 92,721 92,721
S. Miguel Machede 92,725 92,725 92,725 92,725
V® Rocins 93,002 93,002 93,002
V. Fresno 93,086 93,086
Mértola 93,160 93,160
Almendres 93,627
Serpa 93,769

(continua)
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Tabela J:1.2. (continuagéo)

(b) Conteldo em matéria

Nivel de significancia p< 0,05

orgéanica (%) 1 2 3 4
Almendres 5,758
Serpa 5,775
Mértola 6,031 6,031
V® Rocins 6,372 6,372 6,372
V. Fresno 6,412 6,412 6,412
S. Miguel Machede 6,541 6,541 6,541
Azaruja 6,665 6,665 6,665
Montejuntos 6,738 6,738 6,738
Cabezas Rubias 6,800 6,800 6,800
Valverde 7,125 7,125 7,125 7,125
M Novo 7,577 7,577 7,577 7,577
M® Borralha 7,756 7,756 7,756 7,756
Cabeca Gorda 7,814 7,814 7,814 7,814
N. S" Guadalupe 7,873 7,873 7,873 7,873
N. S Machede 7,954 7,954 7,954 7,954
S Aleixo R. 8,128 8,128 8,128 8,128
Beja 8,414 8,414 8,414 8,414
Baleizdo 8,624 8,624 8,624
Evoramonte 8,806 8,806 8,806
Rosal F. 8,823 8,823 8,823
Her® Mitra 8,914 8,914
V. N. S. Bento 9,145 9,145
Evora 9,157 9,157
M. S. Domingos 9,751
(c) Conteldo em minerais Nivel de significancia p< 0,05

(%) 1 2 3 4
Serpa 0,456
V. Fresno 0,503
Cabeca Gorda 0,539 0,539
Montejuntos 0,541 0,541
Almendres 0,615 0,615 0,615
Beja 0,616 0,616 0,616
Her® Mitra 0,617 0,617 0,617
V¢ Rocins 0,627 0,627 0,627
N. S Machede 0,652 0,652 0,652
Evora 0,672 0,672 0,672
Baleizéo 0,679 0,679 0,679
M Novo 0,685 0,685 0,685
N. S™ Guadalupe 0,704 0,704 0,704
M® Borralha 0,718 0,718 0,718
S. Miguel Machede 0,734 0,734 0,734
S Aleixo R. 0,767 0,767 0,767
M. S. Domingos 0,768 0,768 0,768
Evoramonte 0,785 0,785 0,785
Mértola 0,809 0,809 0,809
V. N. S. Bento 0,815 0,815 0,815
Rosal F. 0,817 0,817 0,817
Azaruja 0,886 0,886
Valverde 0,907
Cabezas Rubias 1,378
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Anexos

Tabela J.1.3. Andlise de variancia (ANOVA) do conteddo mineral presente nos corpos de frutificacéo
das estirpes de A. ponderosa recolhidos dos diferentes locais.

Conteldo mineral Soma dos quadrados ﬁst:::jjsag: gﬂu?jlraa?jgz Valor de F \‘/)a(lg gd.)e

Entre grupos 167,855 23 7,298 11,504 0,000
Ag Dentro dos grupos 30,452 48 0,634

Total 198,307 71

Entre grupos 2882469,893 23 125324,778 18,086 0,000
Al Dentro dos grupos 332605,775 48 6929,287

Total 3215075,668 71

Entre grupos 23,885 23 1,038 11,268 0,000
Ba Dentro dos grupos 4,424 48 0,092

Total 28,309 71

Entre grupos 27060827,222 23 1176557,705 74,784 0,000
Ca Dentro dos grupos 755171,456 48 15732,739

Total 27815998,678 71

Entre grupos 36,465 23 1,585 26,569 0,000
Cd  Dentro dos grupos 2,864 48 0,060

Total 39,329 71

Entre grupos 37,855 23 1,646 26,097 0,000
Cr Dentro dos grupos 3,027 48 0,063

Total 40,882 71

Entre grupos 1078037,406 23 46871,192 3,960 0,000
Cu  Dentro dos grupos 568106,284 48 11835,548

Total 1646143,690 71

Entre grupos 500837,212 23 21775,531 36,912 0,000
Fe Dentro dos grupos 28316,887 48 589,935

Total 529154,099 71

Entre grupos 15336008209,101 23 666782965,613 8,482 0,000
K Dentro dos grupos 3773571786,102 48 78616078,877

Total 19109579995,203 71

Entre grupos 4706903,978 23 204647,999 4,260 0,000
Mg Dentro dos grupos 2306128,758 48 48044,349

Total 7013032,736 71

Entre grupos 49796,728 23 2165,075 10,550 0,000
Mn  Dentro dos grupos 9850,376 48 205,216

Total 59647,104 71

Entre grupos 26535226,410 23 1153705,496 22,233 0,000
Na Dentro dos grupos 2490819,068 48 51892,064

Total 29026045,478 71

Entre grupos 2024678,246 23 88029,489 31,295 0,000
P Dentro dos grupos 135020,172 48 2812,920

Total 2159698,418 71

Entre grupos 123,133 23 5,354 25,730 0,000
Pb  Dentro dos grupos 9,987 48 0,208

Total 133,121 71

Entre grupos 42759,062 23 1859,090 5,362 0,000
Zn  Dentro dos grupos 16641,220 48 346,692

Total 59400,282 71
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Tabela J.1.4. Comparacao multipla de médias do contetdo em minerais: Ag (a), Al (b), Ba (c), Ca (d),
Cd (e), Cr (f), Cu (g), Fe (h), K (i), Mg (j), Mn (k), Na (1), P (m), Pb (n), Zn (0),presente nos corpos de
frutificac@o das estirpes de A. ponderosa dos diferentes locais, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

@ Ag 1 2 3 4 5 6
“M® Novo 0,377

V. Fresno 0,426

V® Rocins 0,512

Valverde 0,560 0,560

Mértola 0,568 0,568

Beja 0,665 0,665

Cabezas Rubias 1,036 1,036 1,036

S® Aleixo R. 1,140 1,140 1,140

V. N. S. Bento 1,245 1,245 1,245

Serpa 1,467 1,467 1,467

M. S. Domingos 1,486 1,486 1,486

Cabeca Gorda 1,487 1,487 1,487

Montejuntos 1,588 1,588 1,588

M Borralha 1,689 1,689 1,689

Evora 1,815 1,815 1,815 1,815

Her® Mitra 2,089 2,089 2,089 2,089

Baleizéo 2,463 2,463 2,463 2,463

Almendres 2,590 2,590 2,590 2,590 2,590

N. S Machede 2,601 2,601 2,601 2,601 2,601

S. Miguel Machede 3,043 3,043 3,043 3,043

Rosal F. 3,308 3,308 3,308

Evoramonte 4,276 4,276 4,276

N. S™ Guadalupe 5,047 5,047

Azaruja 6,602

) Al Nivel de significancia p<0,05

1 2 3 4 5 6 7 8

Azaruja 58

S Aleixo R. 65

Cabeca Gorda 151 151

V¢ Rocins 181 181 181

Valverde 183 183 183

Evora 208 208 208 208

Her® da Borralha 209 209 209 209

N. S Guadalupe 209 209 209 209

M. S. Domingos 299 299 299 299 299

V. N. S. Bento 303 303 303 303 303

N. S Machede 313 313 313 313 313

Mértola 333 333 333 333

Almendres 349 349 349 349 349

Baleizao 357 357 357 357 357

Her® Mitra 373 373 373 373 373

M® Novo 423 423 423 423 423

Evoramonte 423 423 423 423 423

Beja 449 449 449 449

Serpa 453 453 453 453

Montejuntos 545 545 545

V. Fresno 602 602

S. Miguel Machede 610 610

Rosal F. 659

Cabezas Rubias 932

(continua)
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Tabela J.1.4. (continuagéo).

Nivel de significancia p< 0,05

(c) Ba

1 2 3 4 5 6 7
Her® Mitra 0,324
M® Borralha 0,420 0,420
Evora 0,523 0,523
M® Novo 0,554 0,554 0,554
Valverde 0,572 0,572 0,572 0,572
N. S" Guadalupe 0,626 0,626 0,626 0,626
Baleizdo 0,741 0,741 0,741 0,741
S® Aleixo R. 0,837 0,837 0,837 0,837
V¢ Rocins 0,842 0,842 0,842 0,842
Cabezas Rubias 0,896 0,896 0,896 0,896
Azaruja 0,899 0,899 0,899 0,899
Cabeca Gorda 0,916 0,916 0,916 0,916
M. S. Domingos 1,047 1,047 1,047 1,047 1,047
V. N. S. Bento 1,109 1,109 1,109 1,109 1,109
S. Miguel Machede 1,138 1,138 1,138 1,138 1,138 1,138
Beja 1,210 1,210 1,210 1,210 1,210 1,210
N. S™ Machede 1,271 1,271 1,271 1,271 1,271 1,271
Rosal F. 1,294 1,294 1,294 1,294 1,294
Mértola 1,313 1,313 1,313 1,313 1,313
Evoramonte 1,500 1,500 1,500 1,500
Montejuntos 1,516 1,516 1,516
Serpa 1,989 1,989 1,989
V. Fresno 2,093 2,093
Almendres 2,873
(@ ca Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3
Azaruja 139
S® Aleixo R. 366 366
Mértola 370 370
N. S Guadalupe 408 408
Montejuntos 412 412
M Novo 436 436
M Borralha 448 448
V¢ Rocins 448 448
V. Fresno 459 459
Valverde 521 521
Cabeca Gorda 554
Her" Mitra 579
M. S. Domingos 582
Rosal F. 584
V. N. S. Bento 599
Evora 605
Baleizao 606
Beja 614
N. S Machede 632
S. Miguel Machede 649
Serpa 698
Evoramonte 733
Almendres 757
Cabezas Rubias 3523

(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(e) Cd
1 2 3 4 5 6
Azaruja 0,328
M Borralha 0,416 0,416
V¢ Rocins 0,425 0,425
S Aleixo R. 0,441 0,441
Rosal F. 0,515 0,515
Mértola 0,592 0,592 0,592
V. Fresno 0,676 0,676 0,676 0,676
Her® Mitra 0,684 0,684 0,684 0,684
V. N. S. Bento 0,692 0,692 0,692 0,692
M Novo 0,734 0,734 0,734 0,734
S. Miguel Machede 0,774 0,774 0,774 0,774
Serpa 0,816 0,816 0,816 0,816
Baleizéo 0,905 0,905 0,905 0,905
Evora 0,971 0,971 0,971 0,971
Beja 0,981 0,981 0,981 0,981
Montejuntos 1,020 1,020 1,020 1,020
Evoramonte 1,024 1,024 1,024 1,024
N. S Guadalupe 1,067 1,067 1,067 1,067
Cabeca Gorda 1,097 1,097 1,097
Cabezas Rubias 1,145 1,145 1,145
M. S. Domingos 1,306 1,306
Valverde 1,424
Almendres 2,204
N. S Machede 3,845
® Cr Nivel de significancia p< 0,05
_ 1 2 3 4 5 6
M Novo 0,362
Baleizao 0,508 0,508
Mértola 0,515 0,515
M Borralha 0,573 0,573 0,573
Azaruja 0,632 0,632 0,632
Valverde 0,684 0,684 0,684 0,684
Her® Mitra 0,750 0,750 0,750 0,750
S® Aleixo R. 0,835 0,835 0,835 0,835
Cabeca Gorda 0,886 0,886 0,886 0,886
V¢ Rocins 0,895 0,895 0,895 0,895
Serpa 0,901 0,901 0,901 0,901
V. N. S. Bento 0,925 0,925 0,925 0,925
Evoramonte 0,936 0,936 0,936 0,936
N. S Machede 0,944 0,944 0,944 0,944
M. S. Domingos 1,021 1,021 1,021 1,021 1,021
N. S Guadalupe 1,022 1,022 1,022 1,022 1,022
Montejuntos 1,204 1,204 1,204 1,204
Almendres 1,335 1,335 1,335
S. Miguel Machede 1,450 1,450
Rosal F. 1,755
Beja 1,792
V. Fresno 2,839
Evora 2,848
Cabezas Rubias 2,919
(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(9) Cu T > 3

Azaruja 30

Mértola 43 43

Valverde 62 62

Almendres 80 80

V® Rocins 84 84

V. Fresno 100 100

M Novo 121 121

Evoramonte 123 123

S Aleixo R. 129 129

Cabezas Rubias 140 140

Serpa 143 143

N. S Machede 148 148

Cabeca Gorda 161 161

Montejuntos 170 170

V. N. S. Bento 172 172

Her® Mitra 193 193

Evora 198 198

S. Miguel Machede 207 207

M Borralha 232 232

N. S" Guadalupe 264 264 264

M. S. Domingos 334 334 334

Baleizdo 356 356 356

Beja 373 373

Rosal F. 584

) Fe Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4 5 6 7 8

Azaruja 18

Mértola 22

Baleizdo 27

M Novo 29

Her® Mitra 35 35

V¢ Rocins 36 36

Mte Borralha 41 41

Serpa 43 43 43

N. S Machede 48 48 48

S® Aleixo R. 51 51 51

Cabeca Gorda 51 51 51

V. Fresno 52 52 52

Valverde 57 57 57

M. S. Domingos 62 62 62

Evoramonte 62 62 62

Montejuntos 62 62 62

Almendres 66 66 66

N. S Guadalupe 109 109 109

Rosal F. 119 119 119

V. N. S. Bento 181 181 181

Cabezas Rubias 193 193

Beja 227 227

Evora 292 292

S. Miguel Machede 311
(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

@ < 1 2 3 4 5 6
Azaruja 4589
Beja 6090 6090
V. N. S. Bento 6228 6228
Mértola 18021 18021 18021
S® Aleixo R. 18586 18586 18586
V® Rocins 21788 21788 21788 21788
N. S Machede 24717 24717 24717 24717 24717
Evoramonte 25148 25148 25148 25148 25148
V. Fresno 25712 25712 25712 25712 25712
Baleizao 25758 25758 25758 25758 25758
M™ Novo 25763 25763 25763 25763 25763
M® Borralha 26099 26099 26099 26099 26099
Almendres 26677 26677 26677 26677 26677
Valverde 27256 27256 27256 27256 27256
Her®™ Mitra 31852 31852 31852 31852 31852
M. S. Domingos 33607 33607 33607 33607
Evora 34630 34630 34630
N. S Guadalupe 34814 34814 34814
Cabeca Gorda 38652 38652 38652
Montejuntos 41285 41285 41285
S. Miguel Machede 45011 45011 45011 45011
Serpa 47715 47715 47715
Rosal F. 51996 51996
Cabezas Rubias 69565
0 Mg Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4
Azaruja 194
V® Rocins 418 418
S Aleixo R. 481 481
S. Miguel Machede 549 549
M Novo 562 562
Valverde 586 586 586
V. N. S. Bento 657 657 657
Mértola 658 658 658
Her" Mitra 685 685 685
M Borralha 696 696 696
Evora 713 713 713
Beja 734 734 734
Serpa 736 736 736
M. S. Domingos 737 737 737
V. Fresno 738 738 738
Montejuntos 742 742 742
Evoramonte 760 760 760
Almendres 774 774 774
N. S Machede 843 843 843
Cabeca Gorda 848 848 848
Baleizédo 856 856 856 856
N. S™ Guadalupe 930 930 930
Cabezas Rubias 1265 1265
Rosal F. 1540

(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(k) Mn
1 2 3 4 5 6 7 8

Azaruja 5
V®Rocins 15 15
Valverde 26 26 26
Almendres 28 28 28 28
Mértola 29 29 29 29
M Novo 34 34 34 34
N. S™ Guadalupe 38 38 38 38 38
M Borralha 39 39 39 39 39 39
V. Fresno 39 39 39 39 39 39
S® Aleixo R. 47 47 47 47 47 47 47
Her® Mitra 47 47 47 47 47 47 47
Montejuntos 49 49 49 49 49 49 49
N. S Machede 50 50 50 50 50 50 50
Evora 59 59 59 59 59 59 59
Cabega Gorda 66 66 66 66 66 66
Serpa 69 69 69 69 69 69
V. N. S. Bento 72 72 72 72 72
Evoramonte 79 79 79 79
Cabezas Rubias 81 81 81 81
Beja 84 84 84
Rosal F. 920 920
S. Miguel Machede 91 91
Baleizdo 91 91
M. S. Domingos 104
0 Na Nivel de significaAncia p< 0,05

1 2 3 4 5 6 7 8
Azaruja 216
M Borralha 368 368
M Novo 379 379
V® Rocins 419 419 419
Mértola 484 484 484 484
N. S" Guadalupe 551 551 551 551 551
Evoramonte 614 614 614 614 614
Cabeca Gorda 889 889 889 889 889 889
Valverde 895 895 895 895 895 895
S. Miguel Machede 897 897 897 897 897 897
Her® Mitra 929 929 929 929 929 929
Rosal F. 964 964 964 964 964
Serpa 1078 1078 1078 1078 1078
M. S. Domingos 1097 1097 1097 1097
S® Aleixo R. 1098 1098 1098 1098
Montejuntos 1146 1146 1146
Evora 1241 1241
Almendres 1408
V. Fresno 1451
V. N. S. Bento 1467
Beja 1540 1540
N. S"Machede 2185 2185
Baleizao 2249 2249
Cabezas Rubias 2645

(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(m) P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

S® Aleixo R. 34

Azaruja 44 44

Mértola 61 61 61

Cabezas Rubias 73 73 73

M. S. Domingos 149 149 149 149

Valverde 152 152 152 152

V® Rocins 165 165 165 165 165

V. N. S. Bento 197 197 197 197 197 197

Evora 201 201 201 201 201

Beja 212 212 212 212

S. Miguel Machede 270 270 270 270

Her® Mitra 277 277 277 277 277

V. Fresno 310 310 310 310 310 310

M™ Novo 316 316 316 316 316 316

Almendres 319 319 319 319 319

N. S Guadalupe 344 344 344 344

M® Borralha 417 417 417 417

Montejuntos 442 442 442

Cabeca Gorda 447 447

Serpa 460 460

Evoramonte 468 468

Baleizédo 525 525

N. S Machede 542 542

Rosal F. 641

") Pb Nivel de significancia p< 0,05

_ 1 2 4 5 6 8 9

M Novo 0,398

Azaruja 0,416

Almendres 0,649 0,649

M® Borralha 1,021 1,021 1,021

N. S Machede 1,367 1,367 1,367

Beja 1,399 1,399 1,399 1,399

V. Fresno 1616 1616 1,616 1,616 1,616

Mértola 1,617 1617 1,617 1,617 1,617

N. S Guadalupe 1,731 1,731 1,731 1,731 1,731 1,731

Her® Mitra 1,852 1,852 1,852 1,852 1,852

V¢ Rocins 1,884 1,884 1,884 1,884 1,884

Baleizdo 2,139 2,139 2,139 2,139

Cabeca Gorda 2,206 2,206 2,206 2,206

Rosal F. 2,320 2,320 2,320 2,320 2,320

S Aleixo R. 2,827 2,827 2,827 2,827 2,827

M. S. Domingos 3,004 3,004 3,004 3,004

Montejuntos 3,038 3,038 3,038 3,038

S. Miguel Machede 3,113 3,113 3,113

Valverde 3,122 3,122 3,122

Evoramonte 3,709 3,709 3,709

V. N. S. Bento 3,938 3,938

Cabezas Rubias 4,172 4,172

Serpa 5,071

Evora 5,115
(continua)
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Tabela J.1.4. (continuag&o).

Nivel de significancia p< 0,05

©) Zn 1 2 3 4 5
Azaruja 16

V® Rocins 30 30

Valverde 42 42 42

S Aleixo R. 47 47 47 47

M® Novo 51 51 51 51

Mértola 51 51 51 51

S. Miguel Machede 58 58 58 58

Almendres 59 59 59 59

Evoramonte 59 59 59 59

Montejuntos 60 60 60 60

Serpa 61 61 61 61

Her® Mitra 61 61 61 61

M Borralha 62 62 62 62

N. S" Guadalupe 63 63 63 63

V. Fresno 68 68 68 68

N. S Machede 70 70 70 70

Evora 75 75 75 75
Cabeca Gorda 81 81 81 81
V. N. S. Bento 86 86 86 86
M. S. Domingos 91 91 91
Rosal F. 95 95 95
Baleizao 97 97 97
Beja 104 104
Cabezas Rubias 132
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Tabela J.I.5. Analise de variancia (ANOVA) do contetdo mineral presente nas amostras de solo

correspondentes aos locais de recolha das diferentes estirpes de A. ponderosa.

Contetido mineral Soma dos C_sraus de Média dos Valor de F Valor de
guadrados liberdade guadrados p (Sig.)

Entre grupos 0,327 23 0,014 25,581 0,000
Ag Dentro dos grupos 0,027 48 0,001

Total 0,353 71

Entre grupos 1658810,241 23 72122,184 581,295 0,000
Al Dentro dos grupos 5955,437 48 124,072

Total 1664765,678 71

Entre grupos 267,218 23 11,618 64,064 0,000
Ba Dentro dos grupos 8,705 48 0,181

Total 275,923 71

Entre grupos 276391,397 23 12017,017 47,925 0,000
Ca Dentro dos grupos 12035,913 48 250,748

Total 288427,310 71

Entre grupos 0,453 23 0,020 16,108 0,000
Cd Dentro dos grupos 0,059 48 0,001

Total 0,512 71

Entre grupos 172,829 23 7,514 43,369 0,000
Cr  Dentro dos grupos 8,317 48 0,173

Total 181,146 71

Entre grupos 563,823 23 24,514 294,599 0,000
Cu Dentro dos grupos 3,994 48 0,083

Total 567,817 71

Entre grupos 241269141,708 23 10489962,683 376,131 0,000
Fe Dentro dos grupos 1338678,325 48 27889,132

Total 242607820,033 71

Entre grupos 5154858,667 23 224124,290 440,804 0,000
K Dentro dos grupos 24405,333 48 508,444

Total 5179264,000 71

Entre grupos 6053436,275 23 263192,882 291,647 0,000
Mg Dentro dos grupos 43316,976 48 902,437

Total 6096753,251 71

Entre grupos 9843941,775 23 427997,468 149,572 0,000
Mn  Dentro dos grupos 137351,401 48 2861,488

Total 9981293,176 71

Entre grupos 38754,844 23 1684,993 156,404 0,000
Na Dentro dos grupos 517,120 48 10,773

Total 39271,964 71

Entre grupos 192062,471 23 8350,542 323,312 0,000
P Dentro dos grupos 1239,749 48 25,828

Total 193302,220 71

Entre grupos 1103,223 23 47,966 34,956 0,000
Pb  Dentro dos grupos 65,866 48 1,372

Total 1169,089 71

Entre grupos 2873,052 23 124,915 583,604 0,000
Zn  Dentro dos grupos 10,274 48 0,214

Total 2883,326 71
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Anexos

Tabela J.1.6. Comparacao multipla de médias do contetdo em minerais: Ag (a), Al (b), Ba (c), Ca (d),
Cd (e), Cr (f), Cu (g), Fe (h), K (i), Mg (j), Mn (k), Na (I), P (m), Pb (n), Zn (0),presente nas amostras
de solo dos diferentes locais, pelo teste de Tukey HSD.

@) Ag

Nivel de significancia p< 0,05

4

5

6

7

Almendres
Mértola

M" Novo
Azaruja
Baleizao

V® Rocins

V. Fresno

V. N. S. Bento
Beja
Evoramonte
Cabeca Gorda
N. S™ Guadalupe
Cabezas Rubias
Rosal F.
Valverde

M® Borralha

S. Miguel Machede
Her® Mitra

S© Aleixo R.
Serpa

Evora
Montejuntos

M. S. Domingos
N. S Machede

0,070
0,074
0,086
0,087
0,087
0,093
0,100
0,112
0,138
0,141

0,074
0,086
0,087
0,087
0,093
0,100
0,112
0,138
0,141
0,145
0,147

0,086
0,087
0,087
0,093
0,100
0,112
0,138
0,141
0,145
0,147
0,151
0,154
0,154

0,087
0,087
0,093
0,100
0,112
0,138
0,141
0,145
0,147
0,151
0,154
0,154
0,161

0,093
0,100
0,112
0,138
0,141
0,145
0,147
0,151
0,154
0,154
0,161
0,162
0,165
0,167

0,112
0,138
0,141
0,145
0,147
0,151
0,154
0,154
0,161
0,162
0,165
0,167
0,183

0,147
0,151
0,154
0,154
0,161
0,162
0,165
0,167
0,183
0,219

0,165
0,167
0,183
0,219
0,237

0,219
0,237
0,266
0,373

(b) Al

Nivel de significancia p< 0,05

5

6

7

8

M®™ Borralha

M. S. Domingos
Her® Mitra
Cabeca Gorda
N. S Guadalupe
Azaruja

Beja

Almendres

M™ Novo
Evoramonte
Evora

Cabezas Rubias
S® Aleixo R.
Rosal F.

V® Rocins
Baleizao

V. N. S. Bento
Mértola

S. Miguel Machede
Valverde

V. Fresno
Serpa

N. S Machede
Montejuntos

157
159
160

195
200

243

254

277 277

300

311
368
375
378
381
391
397

375
378
381
391
397
409

391
397
409
417

417
449

449
453
494
497
632
813

(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(c) Ba
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Azaruja 1,579
Valverde 1,688 1,688
M. S. Domingos 1,870 1,870
Almendres 1,991 1,991
Her® Mitra 2,259 2,259 2,259
M® Borralha 2,319 2,319 2,319 2,319
Cabeca Gorda 2,344 2,344 2,344 2,344
Rosal F. 2,344 2,344 2,344 2,344
Serpa 2,380 2,380 2,380 2,380
N. S™ Guadalupe 2,404 2,404 2,404 2,404
Cabezas Rubias 2,587 2,587 2,587 2,587
Beja 2,635 2,635 2,635 2,635
Evoramonte 2,806 2,806 2,806 2,806 2,806
S® Aleixo R. 2,829 2,829 2,829 2,829 2,829
Mértola 3,012 3,012 3,012 3,012 3,012
M™ Novo 3,364 3,364 3,364 3,364 3,364
S. Miguel Machede 3,364 3,364 3,364 3,364 3,364
Montejuntos 3,607 3,607 3,607 3,607 3,607
N. S Machede 4,033 4,033 4,033 4,033 4,033
Evora 4,287 4,287 4,287 4,287
V. N. S. Bento 4,494 4,494 4,494
V® Rocins 4,761 4,761
Baleizao 5,247
V. Fresno 11,285
(@ ca Nivel de significancia p< 0,05
1 2 3 4 5 6 7
M. S. Domingos 70
S. Miguel Machede 79
Rosal F. 83
Evora 91
Valverde 93
Evoramonte 102 102
Azaruja 102 102
Almendres 106 106
Cabeca Gorda 108 108
Her® Mitra 112 112 112
V¢ Rocins 113 113 113
Cabezas Rubias 118 118 118
S Aleixo R. 119 119 119
N. S Machede 143 143 143
Mértola 143 143 143
M Novo 148 148 148
N. S Guadalupe 148 148 148
M' Borralha 159 159
Baleizao 161 161
Beja 189 189
Montejuntos 224 224
V. N. S. Bento 233 233
V. Fresno 240
Serpa 338
(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

Nivel de significancia p< 0,05

(e) Cd
1 2 3 4 5 6

Beja 0,034
Serpa 0,034
M® Borralha 0,085 0,085
N. S Machede 0,089 0,089
Her® Mitra 0,092 0,092
S. Miguel Machede 0,097 0,097
Evora 0,102 0,102
Cabezas Rubias 0,111 0,111
M. S. Domingos 0,113 0,113
Rosal F. 0,120 0,120
Montejuntos 0,127 0,127
Evoramonte 0,128 0,128
Mértola 0,133 0,133
Baleizao 0,153
V® Rocins 0,166 0,166
Cabeca Gorda 0,171 0,171 0,171
N. S™ Guadalupe 0,175 0,175 0,175
Valverde 0,176 0,176 0,176 0,176
M Novo 0,182 0,182 0,182 0,182
S* Aleixo R. 0,271 0,271 0,271 0,271
V. Fresno 0,276 0,276 0,276
V. N. S. Bento 0,278 0,278 0,278
Almendres 0,286 0,286
Azaruja 0,337
0 cr Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Azaruja 0,932
Almendres 1,002
Valverde 1,204 1,204
V.N.S.Bento 1,813 1,813 1,813
v Miguel 2313 2,313
Baleizao 2,424 2,424 2,424
V¢ Rocins 2,455 2,455 2,455 2,455
Evoramonte 2,556 2,556 2,556 2,556
M Novo 2,576 2,576 2,576 2,576
S® Aleixo R. 2,767 2,767 2,767 2,767
Evora 2,818 2,818 2,818 2,818
Rosal F. 2,879 2,879 2,879 2,879
Mértola 2,949 2,949 2,949 2,949 2,949
cabezas 3,050 3,050 3050 3,050 3,050 3,050
M Borralha 3,696 3,696 3,696 3,696 3,696 3,696
I\N/I.ai;:ede 3,754 3,754 3,754 3,754 3,754 3,754
Her® Mitra 3,766 3,766 3,766 3,766 3,766
gi?;ga 4230 4230 4,230 4,230
N izalupe 4280 4280 4,280
Beja 4,391 4,391
V. Fresno 4,855 4,855 4,855
M. S.
Domingos 5,057 5,057
Montejuntos 5,728
Serpa 7,851

(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

(@ Cu

Nivel de significancia p< 0,05

1

6 7

8

10 11

12 13

Almendres
Cabeca Gorda
Valverde

Evora

Azaruja
M®Borralha
Evoramonte

M Novo

M. S. Domingos
N. S" Machede
Mértola

Serpa

Cabezas Rubias

S. Miguel
Machede

S® Aleixo R.

V. N. S. Bento
V. Fresno
Montejuntos
Baleizao

N. S Guadalupe
Rosal F.

V® Rocins

Beja

Her® Mitra

0,645
0,645

0,788

0,788
1,648

1,648
1,935
1,935
2,366
2,509

2,366
2,509
2,939

2,939
3,752

3,752
4,659
4,659

4,659
4,659
5,089

5,376
5,519

5,519
6,093

5,376

5,519
6,093
6,380

6,093
6,380
6,783 6,783

7,384

8,387
8,530
8,530
8,674
9,677

(h) Fe

Nivel de significancia p< 0,05

6

7 8

9

10 11

12 13

Valverde
Almendres
Evora

M Novo
Azaruja

V. Fresno

Evoramonte

S. Miguel
Machede

V€ Rocins
Baleizao
S® Aleixo R.
Rosal F.
Cabezas
Rubias
Mértola

N Sra
Machede
M. S.
Domingos
Beja
V.N.S.
Bento

M' Borralha

Her® Mitra

N. s™
Guadalupe
Cabeca
Gorda

Montejuntos
Serpa

1440
1547
1653
1653

2240
2347
2400

2347

2400
2827 2827
3040
3093

3253

3040
3093
3253
3360

3520

3093
3253
3360

3520
3573

3253

3360 3360

3520 3520
3573 3573

3738 3738

3840

3738

3840
4107

4107
4587 4587

4747
4853

4960

5067

8099
9040

(continua)

290



Tabela J.1.6. (continuagéo).

0 K Nivel de significancia p< 0,05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

M. S. Domingos 155

Rosal F. 160 160

S Aleixo R. 171 171

V. N. S. Bento 192 192 192

M® Borralha 229 229

Mértola 256 256

Montejuntos 256 256

Serpa 315 315

V¢ Rocins 320 320

Almendres 363 363

V. Fresno 368 368

Cabeca Gorda 384 384 384

Valverde 405 405

Cabezas Rubias 443

Evoramonte 576

M Novo 603 603

Beja 619 619

Evora 651

N. S™ Guadalupe 656

Her® Mitra 731

S. Miguel Machede 773

N. S Machede 912
Azaruja 981
Baleizao 1099

i) Mg Nivel de significancia p< 0,05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Evoramonte 156

Evora 171 171

M. S. Domingos 172 172

Cabeca Gorda 186 186 186

Her® Mitra 193 193 193 193

M Novo 217 217 217 217 217

N. S Guadalupe 255 255 255 255 255

Valverde 265 265 265 265 265

V. Fresno 267 267 267 267

S® Aleixo R. 272 272 272 272 272

Cabezas Rubias 277 277 277 277 277

Beja 277 277 277 277 277

V¢ Rocins 284 284 284 284

Almendres 286 286 286 286

M Borralha 298 298 298

Baleizdo 312 312

Azaruja 324 324

Rosal F. 365

Mértola 365

S. Miguel Machede 477

V. N. S. Bento 536

N. S Machede 804
Montejuntos 910
Serpa 1466

(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

) Mn

Nivel de significancia p< 0,05

3

4

5

6

Valverde
Almendres

N. S™ Machede
Azaruja

M™ Novo

Evora

S. Miguel Machede
M. S. Domingos
Evoramonte
Mértola

Beja

Serpa
Montejuntos
Cabeca Gorda
M® Borralha
Her® Mitra
Rosal F.
Cabezas Rubias
V. N. S. Bento
N. S Guadalupe
Baleizdo

V¢ Rocins

S® Aleixo R.

V. Fresno

21
22
123
131
139
175

123
131
139
175
193
198
212
290

507
576
649

576
649
695
725
725
725
735

649
695
725
725
725
735
744
794

735
744
794
893
893

893
893
1002
1518

0 Na

Nivel de significancia p< 0,05

5

6

7

8

9

10 11 12

Evoramonte

M® Borralha
Evora

M Novo
Mértola

V. N. S. Bento
S® Aleixo R.
Cabezas Rubias
M. S. Domingos
Cabeca Gorda
Beja

Almendres

S. Miguel Machede
N. S Guadalupe
Azaruja

V. Fresno

N. S Machede
Rosal F.

Her® Mitra
Montejuntos

V¢ Rocins
Baleizao
Valverde

Serpa

51
51
52
53
59
60
60

52
53
59
60
60
62

59
60
60
62
67
69
69

60
60
62
67
69
69
70

60
62
67
69
69
70
70

67
69
69
70
70
73
75

69
69
70
70
73
75
78
79
79

73
75
78
79
79
82

75
78
79
79
82
85

78
79
79
82
85
86

109

111

158

(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

(m) P

Nivel de significancia p< 0,05

4

5

6

7 8 9

Valverde
Almendres
Mértola

Azaruja

V® Rocins

M. S. Domingos
N. S Machede
Evora

M Novo
Cabezas Rubias
Evoramonte
Serpa

M® Borralha

V. N. S. Bento
Her® Mitra
Cabeca Gorda
N. S™ Guadalupe
Beja

Rosal F.
Baleizdo

V. Fresno

S® Aleixo R.

S. Miguel Machede
Montejuntos

65
72
74
74
74
75
78

72
74
74
74
75
78
82
84

78
82
84
93
94

111
115
116
119

115
116
119
130
131

119
130
131
133

154
156
179
179
185
294

(n) Pb

Nivel de significancia p< 0,05

3

4

Almendres
Valverde
Cabeca Gorda
N. S Guadalupe
M® Borralha
Her® Mitra

S. Miguel Machede
S® Aleixo R.
Beja

Azaruja
Evoramonte

V. Fresno
Mértola

M Novo

N. S Machede
V. N. S. Bento
Baleizao

V¢ Rocins
Montejuntos

M. S. Domingos
Evora

Cabezas Rubias
Rosal F.

Serpa

4,019
4,440
4,487
4,487
5,422
5,422
5,843
6,405
6,873
6,966
7,387
7,434

4,440
4,487
4,487
5,422
5,422
5,843
6,405
6,873
6,966
7,387
7,434
7,949

5,422
5,422
5,843
6,405
6,873
6,966
7,387
7,434
7,949
8,229
8,370
8,370

5,843
6,405
6,873
6,966
7,387
7,434
7,949
8,229
8,370
8,370
9,165
9,165

6,873
6,966
7,387 7,387
7,434 7,434
7,949 7,949
8,229 8,229
8,370 8,370
8,370 8,370
9,165 9,165
9,165 9,165
10,194 10,194
10,335 10,335
10,896

(continua)
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Tabela J.1.6. (continuagé&o).

(P) Zn

Nivel de significancia p< 0,05

4

5

6 7 8 9

10

M. S.
Domingos
Almendres
Valverde

V. Fresno
M Novo

V® Rocins
Azaruja
Evora
Rosal F.
Evoramonte
S. Miguel
Machede
Baleizao
N.S™?
Machede
Cabeca
Gorda

M' Borralha
Montejuntos
Cabezas
Rubias

S® Aleixo R.
Her® Mitra
N.S™?
Guadalupe
Beja
Mértola
V.N. S.
Bento
Serpa

3,715

4,404
4,541
4,920
4,954
4,989
5,023

4,404
4,541
4,920
4,954
4,989
5,023
5,196
5,815

4,541
4,920
4,954
4,989
5,023
5,196
5,815
5,953

9,189
9,396
9,472

9,534

10,326
10,454

10,498
10,532

10,326
10,454

10,498

10,532
11,187

11,187
12,323 12,323

13,253
15,146

26,495

29,521
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J.Il— Andlise estatistica referente a quantificacdo e avaliacdo das
propriedades bioldgicas dos corpos de frutificacdo e culturas de
A. ponderosa e extratos lipofilicos, fenélicos e complexos PPS.

Tabela J.1l.1. Andlise de variancia (ANOVA) das propriedades biologicas presentes nos corpos de
frutificac&o, micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa de Beja, Mértola e S® Aleixo R..

Soma dos Graus de Média dos valor de E Valor de p
guadrados liberdade quadrados (Sig.)
Entre grupos 20926,185 8 2615,773 513,971 0,000
DPPH Dentro dos grupos 203,574 40 5,089
Total 21129,759 48
Entre grupos 3760,743 8 470,093 257,971 0,000
B-Caroteno Dentro dos grupos 74,713 41 1,822
Total 3835,456 49
Entre grupos 16774,109 8 2096,764 191,354 0,000
CAT Dentro dos grupos 197,235 18 10,957
Total 16971,344 26
Entre grupos 6125,874 8 765,734 279,778 0,000
SOD Dentro dos grupos 49,265 18 2,737
Total 6175,139 26

Tabela J.11.2. Comparagdo multipla de médias das propriedades biolégicas presentes nos corpos de
frutificac@o, micélios e sobrenadantes das culturas, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05
1 2 3 4 5 6

Micélio (Beja) 15,187
C. frutificacdo (S* Aleixo R.) 18,040 18,040
C. frutificacao (Beja) 19,304 19,304
Micélio (S® Aleixo R.) 20,662 20,662
DPPH Sobrenadante (Beja) 22,099 22,099
Micélio (Mértola) 24,846
Sobrenadante (S" Aleixo R.) 33,966
Sobrenadante (Mértola) 65,358
C. frutificacdo (Mértola) 73,310

Micélio (Beja) 10,231
C. frutificagcdo (Beja) 10,734
C. frutificagdo (S* Aleixo R.) 10,956
Micélio (S® Aleixo R.) 11,145
B-Caroteno  Micélio (Mértola) 12,835 12,835
Sobrenadante (S" Aleixo R.) 15,287
C. frutificacdo (Mértola) 21,033
Sobrenadante (Beja) 21,903
Sobrenadante (Mértola) 39,363

C. frutificacdo (S® Aleixo R.) 0,721
C. frutificacdo (Mértola) 0,731
C. frutificacdo (Beja) 0,782
Micélio (S* Aleixo R.) 1,015

CAT Micélio (Beja) 6,223
Micélio (Mértola) 7,279
Sobrenadante (Mértola) 54,315
Sobrenadante (S" Aleixo R.) 54,619
Sobrenadante (Beja) 57,310

C. frutificacdo (S Aleixo R.) 22,195
C. frutificacéo (Beja) 41,996
C. frutificacdo (Mértola) 47,822
Sobrenadante (S" Aleixo R.) 59,813
SOD Micélio (S° Aleixo R.) 59,813
Sobrenadante (Beja) 65,389
Micélio (Beja) 65,478
Sobrenadante (Mértola) 69,642 69,642
Micélio (Mértola) 71,590
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Tabela J.1.3. Andlise de variancia (ANOVA) das propriedades biolégicas presentes nos extratos
lipofilicos obtidos de corpos de frutificacao e micélios das culturas de A. ponderosa de Beja, Mértola
e S* Aleixo R..

Soma dos (_Braus de Média dos valor de F VaIO( de p
quadrados liberdade guadrados (Sig.)
Entre grupos 13134,206 5 2626,841 217,363 0,000
DPPH Dentro dos grupos 362,551 30 12,085
Total 13496,757 35
Entre grupos 9,918 5 1,984 14,264 0,000
-Caroteno Dentro dos grupos 4,172 30 0,139
Total 14,089 35
Entre grupos 11,879 5 2,376 29,251 0,000
CAT Dentro dos grupos 0,975 12 0,081
Total 12,853 17
Entre grupos 256,872 5 51,374 67,545 0,000
SOD Dentro dos grupos 9,127 12 0,761
Total 265,999 17

Tabela J.1.4. Comparacdo mdultipla de médias das propriedades biologicas presentes nos extratos
lipofilicos obtidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significéncia p< 0,05

1 2 3 4 5 6

C. frutificacéo (Beja) 9,440
Micélio (Beja) 21,625
DPPH C. frutificagédo (Mértola) 33,602
Micélio (Mértola) 43,832
Micélio (S® Aleixo R.) 56,350
C. frutificacéo (S® Aleixo R.) 64,750

C. frutificagdo (Mértola) 4,525

Micélio (Mértola) 4,956 4,956
B-Caroteno  C. frutificagéo (S" Aleixo R.) 5,341 5,341

C. frutificacéo (Beja) 5,737

Micélio (Beja) 5,900

Micélio (S Aleixo R.) 5,970

Micélio (Beja) 3,878
Micélio (Mértola) 4,102 4,102
CAT C. frutificacéo (S* Aleixo R.) 4569 4,569
Micélio (S Aleixo R.) 4,660
C. frutificacéo (Beja) 5,584
C. frutificacdo (Mértola) 6,193

C. frutificacéo (S® Aleixo R.) 12,079

C. frutificacéo (Beja) 13,260

Micélio (Beja) 17,790

Micélio (S Aleixo R.) 18,400

Micélio (Mértola) 19,044

C. frutificacdo (Mértola) 23,428

SOD
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Tabela J.Il.5. Analise de variancia (ANOVA) do contetdo em fendlico presente nos extratos obtidos
de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa de Beja, Mértola e

S® Aleixo R..
Soma dos Graus de Média dos Valor de p
guadrados liberdade quadrados Valor de F (Sig.)
Entre grupos 395965,816 8 49495,727 703,952 0,000
Fendis Dentro dos grupos 3164,004 45 70,311
Total 399129,821 53

Tabela J.I1.6. Comparacdo mdltipla de médias do

contetudo em fendis totais, pelo teste de Tukey

HSD.
Nivel de significAncia p< 0,05
1 2 3 4 5 6
C. frutificacgo (S® Aleixo R.) 30,909
C. frutificacdo (Beja) 57,467
Micélio (S Aleixo R.) 59,006
C. frutificag8o (Mértola) 59,183
Fenodis  Micélio (Beja) 69,087 69,087
Micélio (Mértola) 84,426
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 167,027
Sobrenadante (Beja) 225,293
Sobrenadante (Mértola) 292,366
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Tabela J.1.7. Andlise de variancia (ANOVA) das propriedades biolégicas presentes nos extratos
fendlicos totais obtidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das culturas de A.
ponderosa de Beja, Mértola e S® Aleixo R..

Soma dos Graus de Média dos Valor de
guadrados liberdade guadrados Valor de F (Sig.) i
Entre grupos 7420,543 8 927,568 188,527 0,000
DPPH Dentro dos grupos 201,724 41 4,920
Total 7622,267 49
Entre grupos 3759,060 8 469,883 321,490 0,000
B-Caroteno Dentro dos grupos 65,771 45 1,462
Total 3824,831 53
Entre grupos 176,543 8 22,068 154,591 0,000
CAT Dentro dos grupos 2,570 18 0,143
Total 179,113 26
Entre grupos 21,516 8 2,690 236,651 0,000
SOD Dentro dos grupos 0,205 18 0,011
Total 21,721 26

Tabela J.1.8. Comparacdo mdultipla de médias das propriedades biologicas presentes nos extratos
fendlicos totais obtidos de corpos de frutificacdo, micélios e sobrenadantes, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4 5 6 7

Micélio (S® Aleixo R.) 19,933
C. frutificagéo (S®° Aleixo R.) 21,043 21,043
Micélio (Beja) 23,523 23,523 23,523
Sobrenadante (Beja) 24,443 24,443
DPPH Sobrenadante (S® Aleixo R.) 26,033 26,033
C. frutificagdo (Mértola) 29,818
Sobrenadante (Mértola) 47,322
Micélio (Mértola) 48,247 48,247
C. frutificacdo (Beja) 52,233

C. frutificagéio (S® Aleixo R.) 3,822

Micélio (Mértola) 8,285

C. frutificacéo (Beja) 8,770

Micélio (Beja) 13,148
B-Caroteno  Micélio (S” Aleixo R.) 23,486

Sobrenadante (Beja) 23,864

C. frutificacdo (Mértola) 24,889

Sobrenadante (Mértola) 25,262

Sobrenadante (S® Aleixo R.) 25,757

Micélio (Beja) 2,883
C. frutificagdo (Beja) 3,959
Micélio (S® Aleixo R.) 6,102
C. frutificagdo (Mértola) 7,208
CAT C. frutificagéo (S* Aleixo R.) 7,614 7,614
Micélio (Mértola) 7,929 7,929
Sobrenadante (Beja) 8,487 8,487
Sobrenadante (Mértola) 9,340
Sobrenadante (S" Aleixo R.) 11,848

C. frutificacdo (Beja) 15,710
C. frutificagéo (S* Aleixo R.) 17,440
Micélio (Beja) 17,790
C. frutificacdo (Mértola) 17,987 17,987

SOD Sobrenadante (Beja) 18,242 18,242
Micélio (S® Aleixo R.) 18,400 18,400
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 18,553 18,553
Sobrenadante (Mértola) 18,668 18,668
Micélio (Mértola) 18,787
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Tabela J.11.9. Andlise de variancia (ANOVA) dos conteudos em polissacaridos e proteina presente
nos extratos de complexos proteina-polissacarido extraidos de corpos de frutificagdo, micélios e
sobrenadantes das culturas de A. ponderosa de Beja, Mértola e S Aleixo R..

Soma dos Graus de Média dos Valor de p
guadrados liberdade quadrados Valor de F (Sig.)
Entre grupos 1119139,189 8 139892,399 195,463 0,000
Polissacaridos Dentro dos 12882,530 18 715,696
grupos
Total 1132021,719 26
Entre grupos 3957,887 8 494,736 332,215 0,000
Proteina Dentro dos 31,273 21 1,489
grupos
Total 3989,161 29

Tabela J.I1.10. Comparacdo multipla de médias dos conteddos em polissacaridos e proteina
presente nos extratos de PPS, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4 5

C. frutificacédo (Mértola) 61,527
C. frutificacéo (Beja) 88,149
C. frutificacéo (S® Aleixo R.) 137,279
Sobrenadante (Mértola) 260,563

Polissacaridos  Sobrenadante (Beja) 343,446
Micélio (Beja) 425,135
Micélio (Mértola) 546,599
Micélio (S Aleixo R.) 589,977
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 608,761
C. frutificagdo (Mértola) 4,973
Sobrenadante (Beja) 6,062
Micélio (Mértola) 6,074
Sobrenadante (Mértola) 7,763 7,763

Proteina Micélio (Beja) 7,878 7,878

C. frutificacéo (Beja) 9,670 9,670
Micélio (S* Aleixo R.) 12,517
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 26,113
C. frutificacéo (S® Aleixo R.) 42,041
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Tabela J.Il.11. Analise de variancia (ANOVA) das propriedades biologicas presentes nos extratos
PPS obtidos de corpos de frutificagdo, micélios e sobrenadantes das culturas de A. ponderosa de

Beja, Mértola e S® Aleixo R..

Quachados _liberdade _quadradog  ValordeF VoG > P

Entre grupos 8000,257 8 1000,032 17,517 0,000
DPPH Dentro dos grupos 2283,520 40 57,088

Total 10283,777 48

Entre grupos 2480,504 8 310,063 291,516 0,000
-Caroteno Dentro dos grupos 42,545 40 1,064

Total 2523,048 48

Entre grupos 99,104 8 12,388 133,497 0,000
CAT Dentro dos grupos 1,670 18 0,093

Total 100,775 26

Entre grupos 1015,219 8 126,902 111,660 0,000
SOD Dentro dos grupos 20,457 18 1,137

Total 1035,676 26

Tabela J.I1.12. Comparacao multipla de médias das propriedades bioldgicas presentes nos extratos
PPS obtidos de corpos de frutificacao, micélios e sobrenadantes, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

2

3

4

5 6 7

DPPH

Sobrenadante (Beja)
Sobrenadante (Mértola)
Micélio (Mértola)
Sobrenadante (S* Aleixo R.)
C. frutificagdo (Mértola)

C. frutificacéo (Beja)

C. frutificagéo (S® Aleixo R.)
Micélio (S® Aleixo R.)
Micélio (Beja)

30,955
37,486

53,958
56,087
56,573
63,717
65,145
66,794
68,952

-Caroteno

Micélio (S® Aleixo R.)
Micélio (Beja)

C. frutificagdo (Beja)
Sobrenadante (Beja)

C. frutificagdo (Mértola)

C. frutificagéo (S® Aleixo R.)
Micélio (Mértola)
Sobrenadante (Mértola)
Sobrenadante (S* Aleixo R.)

6,230
6,739
6,970

10,465
10,505

12,644
14,126

17,929

30,726

CAT

C. frutificagdo (Beja)

Micélio (Beja)

C. frutificagéo (S* Aleixo R.)
Sobrenadante (Beja)

C. frutificacdo (Mértola)
Micélio (S® Aleixo R.)
Micélio (Mértola)
Sobrenadante (S" Aleixo R.)
Sobrenadante (Mértola)

6,497
6,832

8,223

9,330

10,254
10,325
10,975

10,975
11,533 11,533

12,284

SOD

C. frutificacdo (Beja)

C. frutificagéio (S®° Aleixo R.)
Micélio (Beja)

C. frutificagdo (Mértola)
Sobrenadante (Beja)

Micélio (S® Aleixo R.)
Sobrenadante (S® Aleixo R.)
Sobrenadante (Mértola)
Micélio (Mértola)

40,066

46,643

50,145
52,111

52,111
54,666

54,666
56,239 56,239
57,776

58,920

57,776
58,920
60,117
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Tabela J.11.13. Andlise de variancia (ANOVA) para os valores de ICs, de proliferacé@o celular, obtidos
em ensaios de células humanas MDA-MB-231, para as amostras de micélios e sobrenadantes de A.
ponderosa.

Soma dos Grausde  Média dos Valor de
guadrados liberdade  quadrados Valor de F (Sig.) P
Entre grupos 13938,723 5 2787,745 136,717 0,000
Proliferacdo
celular Dentro dos grupos 244,687 12 20,391
ICSO
Total 14183,410 17

Tabela J.Il.14. Comparacdo multipla de médias dos valores de ICs, de proliferacdo celular, para as
amostras de micélios e sobrenadantes de A. ponderosa, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4
Sobrenadante (Mértola) 88,963
Micélio (Mértola) 96,708
Sobrenadante (Beja) 113,608
Micélio (Beja) 147,026
Micélio (S Aleixo R.) 150,929 150,929
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 160,641

Tabela J.11.15. Andlise de variancia (ANOVA) para os valores de ICs, de proliferacé@o celular, obtidos
em ensaios de células humanas MDA-MB-231, para as amostras de complexos PPS extraidos de
micélios e sobrenadantes de A. ponderosa.

Soma dos Graus de Média dos valor de F Valor de p
guadrados liberdade  quadrados (Sig.)
Entre grupos 103814,620 5 20762,924 534,309 0,000
Proliferacdo
celular Dentro dos grupos 466,313 12 38,859
ICs0
Total 104280,933 17

Tabela J.I1.16. Comparacdo multipla de médias dos valores de ICs, de proliferacdo celular, para as
amostras de PPS extraidos de micélios e sobrenadantes de A. ponderosa, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3 4 5
Sobrenadante (Mértola) 37,772
Sobrenadante (Beja) 59,987
Sobrenadante (S® Aleixo R.) 170,000
Micélio (Mértola) 188,694
Micélio (S Aleixo R.) 222,813
Micélio (Beja) 232,035
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J.lll- Andlise estatistica referente a avaliacdo do efeito hepatoprotetor

pela avaliagdo das atividades enzimaticas AST, ALT, ALP e GGT.

Tabela J.llIl.1. Andlise de variancia (ANOVA) das atividades enzimaticas dos enzimas séricos AST,
ALT, ALP e GGT correspondentes as amostras de corpos de frutificagcdo de A. ponderosa de Beja,
micélios liofilizados das culturas de A. ponderosa de Beja, Mértola e S® Aleixo R., controlos positivo
e negativo e farmaco padrao silimarina.

Quadhados _iberdade _quadradog VaordeF VGG VP

Entre grupos 64981,596 10 6498,160 26,007 0,000
AST Dentro dos grupos  11993,336 48 249,861

Total 76974,932 58

Entre grupos 2678,736 10 267,874 8,396 0,000
ALT Dentro dos grupos 1531,357 48 31,903

Total 4210,094 58

Entre grupos 148856,916 10 14885,692 13,835 0,000
ALP Dentro dos grupos  51644,145 48 1075,920

Total 200501,061 58

Entre grupos 5,863 10 0,586 10,686 0,000
GGT Dentro dos grupos 2,634 48 0,055

Total 8,497 58
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Anexos

Tabela J.1ll.2. Compara¢éo multipla de médias das atividades enzimaticas dos enzimas séricos AST,
ALT, ALP e GGT para as diferentes amostras testadas, pelo teste de Tukey HSD.

Nivel de significancia p< 0,05

1 2 3
Micélio (S® Aleixo R.) + etanol 84,021
C. frutificagcdo + etanol 90,921
Micélio (Beja) 97,396
Micélio (S® Aleixo R.) 98,975
Micélio (Mértola) 100,482
AST Micélio (Mértola) + etanol 105,071
C. frutificacé@o 106,286
Micélio (Beja) + etanol 109,876 109,876
Controlo negativo 114,668 114,668
Silimarina 142,711
Controlo positivo 203,168
Micélio (S® Aleixo R.) + etanol 26,988
Micélio (Beja) 27,203
C. frutificacé@o 29,540
Micélio (S® Aleixo R.) 29,803
C. frutificacdo + etanol 30,565
ALT Micélio (Mértola) 30,772
Micélio (Beja) + etanol 30,946
Micélio (Mértola) + etanol 32,946
Controlo negativo 38,239
Silimarina 38,396
Controlo positivo 50,435
Micélio (Mértola) 182,659
Controlo negativo 194,972
Micélio (Mértola) + etanol 198,256
Micélio (S Aleixo R.) 223,298 223,298
Micélio (Beja) + etanol 228,733 228,733
ALP Micélio (Beja) 230,171 230,171
Silimarina 240,787 240,787
Micélio (S10 Aleixo R.) + etanol 241,988 241,988
C. frutificacéo 242,782 242,782
C. frutificagcéo + etanol 270,119
Controlo positivo 371,861
C. frutificacé@o 0,559
Micélio (Mértola) 0,559
Micélio (S Aleixo R.) 0,773 0,773
Micélio (Beja) + etanol 0,828 0,828
Micélio (S Aleixo R.) + etanol 0,901 0,901
GGT Controlo negativo 0,915 0,915
C. frutificacéo + etanol 0,937 0,937
Micélio (Mértola) + etanol 0,942 0,942
Micélio (Beja) 0,962 0,962
Silimarina 1,087
Controlo positivo 1,768
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