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RESUMO

Os fungos passam grande parte do tempo no subsolo ou no interior de seus
respectivos substratos e, estes ambientes ndo sao ideais para dispersdo de seus
esporos na busca de novas fontes nutritivas. E através da formagdo de basidiomas
que estes organismos encontraram uma forma eficaz de reprodugcdo. Porém, a
transicdo de algumas hifas, entre a forma filamentosa e a forma reprodutiva, requer
uma atividade metabdlica diferenciada, bem como um aumento na taxa respiratoria.
No entanto, esse consumo elevado de oxigénio causa um aumento na formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo causar o acumulo de danos
oxidativos, resultando no envelhecimento e na morte em qualquer organismo
aerdbico. Contudo, a utilizacdo do oxigénio pelos organismos aerobicos requer um
sistema de defesa com a capacidade de neutralizar e reparar os danos causados
pela oxidag&o, sendo denominado de sistema de defesa antioxidante. O objetivo, do
presente trabalho, foi avaliar a eventual associacdo entre a senescéncia do
basidioma e o sistema de defesa antioxidante, em cogumelos-ostra (Pleurotus
ostreatus var. florida), em trés diferentes estagios de diferenciacdo do basidioma.
Para isso, foram avaliadas as atividades das enzimas catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST), bem
como a concentracdo de tidis ndo proteicos e a determinagdo da lipoperoxidacdo
(TBARS). Os resultados mostraram uma tendéncia para maior defesa do sistema
antioxidante no estégio inicial, e uma menor defesa no estdgio avangcado, bem como
uma maior atividade antioxidante e peroxidacdo lipidica na regido do pileo em
relagdo ao estipe. Os resultados sugerem que a menor capacidade antioxidante
encontrada no estagio avancado poderia estar relacionada com uma diminuicdo
programada das defesas antioxidantes, relacionada com o processo de
senescéncia; de forma semelhante, a elevada capacidade antioxidante nas amostras
de pileo poderia estar vinculada com o0 maior consumo de oxigénio associado com a

formacéo dos basididsporos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os cogumelos e o género Pleurotus

Cerca de 80 a 120 mil espécies de fungos estdo descritas atualmente e mais
de 100 mil sequéncias de rRNA fungico estdo depositadas no GenBank (um dos
mais importantes banco de dados online sobre sequéncias de nucleotideos). A
estimativa da diversidade no planeta, normalmente utilizada, é de 1,5 milhdo de
espécies de fungos (Hawksworth, 1991). O filo Basidiomycota, ao qual pertence a
familia Pleurotaceae, apresenta uma enorme diversidade, possuindo mais de 30 mil
espécies conhecidas (Hibbett et al., 2007; Webster e Weber, 2007). O termo
cogumelo se refere aos macrofungos com caracteristicas estruturas relacionadas
principalmente ao estagio sexual do ciclo reprodutivo em fungos do filo
Basidiomycota. Outros termos utilizados para estruturas do estagio reprodutivo
sexual sdo basidiomas, referindo-se ao basidioma dos basidiomicotas, e ascomas
para 0s ascomicotas. Os organismos fungicos sdo geralmente descritos como
onipresentes, no entanto, a diferenciacdo da fase teleomorfa (estagio reprodutivo
sexual) € um pouco mais seletiva, necessitando de mais nutrientes do que o
necessario para a producdo de esporos assexuados. Apesar da distribuicdo dos
cogumelos ser mundial, seu desenvolvimento pode ser sazonal. A umidade
abundante geralmente leva a formagdo de cogumelos e seu crescimento
frequentemente ocorre apds a chuva. No entanto, alguns sédo produzidos nos meses
frios do inverno, embora outros se desenvolvam o ano inteiro (Miles e Chang, 1997).

O crescimento dos cogumelos deve-se, em parte, a expansdo das hifas
existentes, enquanto as novas hifas apicais servem para preencher os espacos
gerados durante a expansdo. As hifas que formam o basidioma maduro podem
mostrar diferenciagéo consideravel na sua estrutura e fungdo. De forma geral, o ciclo
de vida tipico dos cogumelos do grupo dos basidiomicotas consiste em basidiomas
gue sao geralmente construidos por hifas secundarias dicaridticas (dois nucleos
haploides), e produzem inimeros basidios na superficie das lamelas. O proximo
estagio da maturacdo dos basidios envolve a unido dos distintos nucleos sexuais
(processo denominado cariogamia), seguido pela meiose. Normalmente, cada
basidio forma 4 basidiésporos, cada um contendo um nucleo haploide, porém, em



muitos basidiomicotas ocorre uma mitose apds a meiose, surgindo dois nudcleos
haploides idénticos em cada basidiésporo. Cada esporo pode germinar na forma de
micélio haploide monocariético, 0s quais sdo capazes de gerar novas hifas pela
reproducdo assexuada. Quando duas hifas de micélios homocariéticos compativeis
fundem seus citoplasmas, estagio denominado de plasmogamia, o micélio estara
habilitado para formar o basidioma, dando continuidade ao ciclo reprodutivo
(Webster e Weber, 2007).

Os fungos passam grande parte do tempo no subsolo ou no interior dos
substratos, como por exemplo, a madeira em decomposicéo, e estes ambientes n&o
sao ideais para a dispersdo dos esporos. Portanto, os cogumelos sdo importantes
estruturas nas quais 0S esporos sexuais sao produzidos e disseminados,
aumentando a eficiéncia da disperséo e probabilidade de encontrar novas fontes de
alimento. E através da reproducdo sexual que a maior parte das variacdes €
alcancada, produzindo progénies com atributos para as diferentes condi¢cdes
ambientais (Chang e Miles, 2004).

1.2 Respiracao e nutricdo dos fungos

Respiracao € o termo utilizado para qualquer oxidacdo transdutora de energia
para a célula. Oxidagcédo é a perda de elétrons do substrato, e associado com essa
perda, esta o ganho desses elétrons por outro substrato. Este segundo substrato
passa ao estado reduzido. Assim, as duas reacgfOes oxidacao e reducao ocorrem
juntas, um substrato perde elétrons sendo oxidado, e o outro ganha elétrons, sendo
reduzido (Chang e Miles, 2004). Os fungos podem obter energia exclusivamente
pelo metabolismo oxidativo com aceptor de elétrons exdgeno, pela fermentacdo com
aceptor endoégeno, ou entdo, por ambas as estratégias, dependendo do ambiente. O
oxidante normalmente utilizado pelos fungos € o proprio oxigénio. No entanto, ha
indicios que, sob baixas tensdes de oxigénio, as mitocéndrias de alguns fungos
podem realizar a desnitrificagdo utilizando o nitrato ou nitrito como aceptores
terminais de elétrons na respiragdo, e reduzi-los a Oxido nitroso em um processo
associado com a formacgéo de ATP (este sistema € bem caracterizado nas espécies
Fusarium oxysporum e Cylindrocarpon tonkinense) (Carlile et al., 2001). Os

cogumelos sdo organismos aerébios e, as vezes, podem crescer lentamente em



concentragbes muito baixas de oxigénio (Miles e Chang, 1997). O metabolismo
respiratério resulta na conversao completa de compostos organicos em diéxido de
carbono e 4gua com a geracdo de energia pela fosforilacdo oxidativa, rendendo
relativamente mais energia do que a fermentacéo. Além disso, o oxigénio também é
necessario para as etapas metabodlicas da biossintese de esterdis, acidos graxos
insaturados, algumas vitaminas e para a degradacdo de compostos aromaticos
(Carlile et al., 2001).

O carbono é constituinte basico de proteinas, lipidios, acidos nucleicos e da
parede celular polissacaridea, e todas estas substancias precisam ser sintetizadas
por processos anabdlicos pelos fungos. Uma vez que os cogumelos sdo organismos
aerdbicos, seu metabolismo exige oxigénio, e através da respiracdo quebram, por
meio de enzimas, substratos tais como palhas e madeira, formando a partir deles,
varios intermediarios. Estes intermediarios resultantes da a¢do das enzimas séo
captados por absorcdo nutritiva, constituindo a base para substancias de reserva e
sintese de compostos necessarios para as atividades vitais do fungo e
desenvolvimento do basidioma. As principais fontes de carbono sdo os
polissacarideos, lignina, glicose, manose, frutose, além de 6leos e acidos organicos.
Na respiracdo parte da energia é transferida do substrato de carbono original para a
formacdo de moléculas de trifosfato de adenosina (ATP), uma molécula que
armazena energia em suas ligagcbes quimicas para futuras necessidades do

organismo (Miles e Chang, 1997).

1.3 Caracteristicas do género Pleurotus

Dentro da familia Pleurotaceae, pertencente a ordem Agaricales (filo
Basidiomycota) (Hibbett et al., 2007), sdo encontrados dois géneros, Pleurotus e
Hohenbuehelia (Webster e Weber, 2007). Pleurotus vem do grego “pleuro” que
significa formado lateralmente ou em posicdo lateral, referindo-se a posicao lateral
do estipe em relagéo ao pileo (Stamets e Chilton, 1983).

Cogumelos do género Pleurotus, comumente denominados cogumelos ostra,
sdo amplamente cultivados no mundo todo, especialmente no Sudeste Asiatico,
india, Europa e Africa. O género representa um grupo de cogumelos comestiveis
com sabor caracteristico, elevado teor de proteinas, baixa quantidade de lipidios e



com propriedades terapéuticas. O cultivo desse grupo de cogumelos é relativamente
simples, pois as espécies possuem um rapido ciclo de vida, baixo custo e tecnologia
de producao (Mandeel et al., 2005).

A espécie Pleurotus ostreatus (Jacquin ex Fries) Kummer, conhecida
comumente como “Cogumelo Ostra”, possui um pileo convexo, eventualmente
plano, sua coloragdo varia entre marrom, branco e cinza, de acordo com a
luminosidade e temperatura do cultivo; a massa do corpo é fina e branca, sendo a
margem ocasionalmente ondulada; possui um basidio tetrapolar, produzindo quatro
esporos haploides e diferenciacdo sexual fisiologica (heterotalismo); habita
naturalmente uma gama de arvores em decomposi¢cdo, mas pode ser parasita em
alguns casos. Quando cultivado, apresenta um ciclo de produgéao curto, com menos
de 30 dias desde o inicio de seu crescimento vegetativo até a primeira colheita, num
total de trés ou quatro ciclos de producdo (Stamets, 2000). Varios subprodutos
agricolas podem ser utilizados como substrato para o cultivo dos cogumelos ostra,
incluindo: folhas de bananeira, cascas de amendoim, trigo, palhas de milho, folhas e
bagaco de cana-de-acucar, farelo de arroz e uma variedade de residuos
lignocelulésicos (Mandeel et al., 2005; Webster e Weber, 2007).

Em matéria seca, a composi¢cdo de P. ostreatus pode diferir conforme o tipo
de substrato e condi¢bes ambientais. Os niveis de proteina bruta podem variar de 10
a 30%, dependendo das condi¢cdes do armazenamento; 1 a 2% de lipidios totais; 4 a
20% de fibras, e cerca de 10% em elementos minerais (Stamets, 2000; Carlile et al.,
2001).

A madeira é uma excelente fonte de compostos de carbono, porém, outros
nutrientes como o nitrogénio e o fésforo sdo relativamente escassos, levando os
fungos, que vivem nos troncos de arvores em decomposicdo, a desenvolver meios
especializados para adquirir estes compostos. Uma das estratégias utilizadas pelos
fungos da espécie Pleurotus ostreatus consiste na predacdo de nematoides. As hifas
exalam um metabdlito com a capacidade de paralisar os nematoides e, rapidamente,
invadem seu corpo através de orificios, consumindo seus 6rgdos internos. Isto
explica porque os nematoides nunca foram considerados patégenos desta espécie
de fungo, ao contrario dos cogumelos da espécie Agaricus bosporus, que podem
apresentar infestacdes devastadoras. Em cultivo controlado, esta escassez



nutricional é superada com suplementacdo do substrato utilizado (Stamets, 2000;
Carlile et al., 2001).

1.4 Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio representa aproximadamente 21% dos gases que compdem a
atmosfera terrestre. A molécula de O, € um composto estavel e reage com
moléculas organicas muito lentamente, sendo indispensavel para os organismos de
metabolismo aerdbio. No entanto, os seres vivos possuem limites de tolerancia para
0 oxigénio, e esta caracteristica € claramente evidenciada em organismos
anaerdbios expostos ao oxigénio ou aerdbios sob altas concentragBes de oxigénio
(Halliwell e Gutteridge, 2007). Em 1956, Denham Harman sugeriu que as espécies
reativas de oxigénio (EROs) produzidas durante a respiracdo aerdbica causavam
acumulo de danos oxidativos, resultando no envelhecimento e na morte. Ele
observou paralelos entre os efeitos do envelhecimento e das radiagbes ionizantes,
incluindo mutagénese, cancer, e dano celular, e hipotetizou que a geracdo endoégena
de EROs ocorria in vivo, como um subproduto das reacdes de oxiredugéo
enzimaticas (Beckman e Ames, 1998). Em 1969, Joe M. McCord e Irwin Fridovich
isolaram, a partir de eritrcitos bovinos, a enzima superoxido dismutase (SOD), que
acabou sendo a primeira evidéncia in vivo da geracdo do anion superoéxido, e para a
subsequente elucidacdo das defesas antioxidantes e do significado biolégico das
EROs. Enzimas semelhantes logo foram encontradas em uma diversa gama de
bactérias, porém, eram significativamente escassas nos organismos anaerobios. A
utilizacdo da SOD como uma ferramenta para localizar os sitios celulares de geracao
do anion superoéxido conduziu a formulacdo da teoria dos radicais livres, na qual as
mitocondrias sdo a principal fonte de oxidantes enddgenos (Beckman e Ames,
1998). Foi proposto, na virada do século, que o consumo de energia per se era
responsavel pela senescéncia (Pearl, 1928). A percepcdo de que o consumo de
energia pela mitocondria pode resultar na producdo do anion superoéxido ligada a
teoria dos radicais livres sugere que um rapido ritmo de respiragdo associada a
maior geracdo de EROs, acelera o envelhecimento (Beckman e Ames, 1998; Imlay,
2003).



Por definicdo, radical livre € qualquer espécie quimica capaz de existir de
forma independente, e que contenha em sua estrutura elétrons desemparelhados
(Halliwell, 1993). A terminologia espécies reativas de oxigénio (EROSs) inclui as
espécies radicalares (radicais livres) e as ndo radicalares que, embora ndo possuam
elétrons desemparelhados, sdo reativas em decorréncia de sua instabilidade.
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

A geracado celular das EROs néo radicalares, como peréxido de hidrogénio
(H202), e radicalares, como o anion superoxido (027), radical peroxil (ROO,
oxigénio singlete (*0,), e radical hidroxila (‘OH), esta inseparavelmente ligada ao
envolvimento de O, nas reacdes metabdlicas de reducdo/oxidacdo (oxidacdo de
substratos organicos durante a respiragdo, suporte de reacbes imunes e de
defesas), bem como ativagcédo de O, por fatores externos (Belozerskaya e Gessler,
2007).

O anion superoéxido, como um produto intermediario, também é gerado em
reagcdes com envolvimento de xantina oxidase, monooxigenases microssomais,
lipoxigenases, e, como resultado de auto-oxidagdo de tidis, flavinas, quinonas, e
catecolaminas, bem como reducdo de xenobiéticos (Belozerskaya e Gessler, 2007).
O oxigénio é reduzido de forma tetravalente até formar H,O, através das reacdes
enzimaticas que ocorrem na cadeia transportadora de elétrons na crista mitocondrial.
No entanto, estima-se que, em condi¢cbes normais, cerca de 2% do oxigénio
consumido pela mitocondria seja convertido em radicais superoxido, antes que seja
dismutado pela superdxido dismutase e outras rea¢fes (Halliwell e Gutteridge, 1999;

Hoffmann et al., 2004; Belozerskaya e Gessler, 2007).

1.5 Sistema de defesa antioxidante

As EROs tém um grande potencial reativo, reagindo com varias moléculas
como lipidios, proteinas e &cidos nucleicos. Os principais prejuizos oxidativos em
peptideos incluem a perda de grupamentos sulfidrila (ocasionando erros de
dobramento, inativagdo catalitica e perda de fun¢bes especificas, como ligacdo a
metais e aminoacidos sulfurados), formacdo de grupamentos carbonila, sulfoxidos
de metionina, nitrotirosina, formag&o de pontes com produtos de peroxidagao lipidica
e glicoxidacao (Salvador e Henriques, 2004). No entanto, a utilizacdo do oxigénio



pelos organismos aerdbios requer um sistema de defesa com a capacidade de
neutralizar e reparar os danos causados pela oxidagcdo, sendo denominado de
sistema de defesa antioxidante (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Este sistema consiste no conjunto de substancias enzimaticas e nao
enzimaticas. As enzimas constituem a primeira linha de defesa e incluem
principalmente, a superdxido dismutase (SOD) responsavel pela dismutagdo do O,
no citoplasma e na mitocondria. A catalase (CAT), com distribuicdo intra e
extracelular, dismutando o H,O, em H,O e O,. A glutationa peroxidase (GPx), que
contém selénio, e esta envolvida na reducdo de varios peroxidos, especialmente
perdxidos de lipideos de membrana. A glutationa redutase (GR) responsavel pela
regeneracdo de glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) utilizando
o NADPH como co-fator doador de anions de hidrogénio. Ainda ha enzimas
detoxificadoras, atuando na segunda fase da biotransformac¢éo, como a glutationa-S-
tranferase (GST), a qual age detoxificando agentes alquilantes, incluindo herbicidas,
pesticidas e outros xenobidticos, através da catalizacdo da reacdo de conjugacao da
glutationa em sua forma reduzida (Beckman e Ames, 1998; Halliwell e Gutteridge,
1999).

Além dos antioxidantes enziméticos, moléculas doadoras de elétrons com
baixo peso molecular possuem a capacidade de captar EROs via auto-oxidacéo,
como o tripeptideo GSH, um tiol ndo proteico. Além de compostos como vitaminas
(C, E, A, By), carotenoides (beta-caroteno, licopeno e luteina) entre outros (Halliwell
e Gutteridge, 1999).

O estado em que o balanco entre pro-oxidantes e antioxidantes é perturbado
resultando em um aumento da taxa de oxidagdo pode ser definido como estresse
oxidativo (Sies, 1985; Dubost et al., 2007).

1.6 Espécies reativas de oxigénio em fungos

As espécies reativas de oxigénio possuem um importante papel fisiolégico no
desenvolvimento dos fungos. A deficiéncia em O, prejudica o processo sexual e
germinacdo de ascOsporos nos ascomicetos Podospora anserina e Neurospora
crassa. Ja o0 H;O, esta envolvido em vVarios processos como crescimento,

diferenciacdo e proliferacdo, atuando como molécula sinalizadora. Na espécie



Aspergilus nidulans, por exemplo, H>O; influencia a atividade de genes, incluindo os
genes da defesa antioxidante, induz a diferenciacdo de esclerddios em Sclerotium
rolfsii, ativacdo de queratogénese em Neurospora crassa, sendo importante em
inimeros processos fisiolodgicos. O perdxido de hidrogénio, no entanto, é capaz de
reagir com metais de diversas valéncias, por exemplo, com Fe* e Cu* (reacdo de
Fenton) ou com O,  (reacdo Haber-Weiss) formando o radical de extrema
reatividade, ‘OH. O tempo de vida do "OH é muito breve (cerca de um bilionésimo de
segundo), agindo muito rapidamente, sendo capaz de reagir virtualmente com todas
as moléculas bioldgicas, oxidando DNA, proteinas e lipidios (Belozerskaya e
Gessler, 2007).

RadiacOes ionizantes (raios a, 3, y e X) e ultravioletas aumentam a geracao
de EROs em células flngicas. J& a luz visivel, aumenta a gerac&o intracelular de 'O
gue reage com biomoléculas como acidos graxos e bases de DNA, formando H,O; e
hidroperéxidos. No entanto, o 'O, é importante na estimulacdo do desenvolvimento
de esporos, formacdo de conidios e sintese de carotenoides em N. crassa. Além
disso, alteracdes no pH do meio, temperatura, osmolaridade, presséo parcial de
oxigénio, concentragdes de substratos, secagem, danos mecanicos, e outros fatores
externos que influenciam o crescimento e desenvolvimento do microrganismo,
induzem a geracdo de EROs dentro da célula fangica. Enzimas envolvidas na
regulacdo do desenvolvimento de eucariotos como NADPH-oxidase, glioxal oxidase,
e Oxido nitrico sintase também s&o responsaveis pela geracdo de EROs
(Belozerskaya e Gessler, 2007).

Portanto, a geracdo de espécies reativas de oxigénio nas células fungicas
esta envolvida com oxigénio nos processos metabdlicos, funcdo de enzimas
especificas e fatores externos. Por um lado, participa de processos fisioldgicos
importantes no desenvolvimento dos organismos e, por outro, causa danos
celulares, atribuindo ao sistema de defesa antioxidante a fungdo de manter uma

estabilidade celular vital.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eventual associacdo entre a senescéncia do basidioma e o sistema

antioxidante em cogumelos-ostra (Pleurotus ostreatus var. florida).

2.2 Objetivos especificos

Verificar as diferencas, em duas regides distintas do basidioma, das defesas
antioxidantes enzimaticas (Catalase, Glutationa Peroxidase, Glutationa Redutase e
Glutationa S-Transferase), ndo enzimaticas (Glutationa Reduzida) e indicadores de
estresse oxidativo (Lipoperoxidagdo tecidual), em trés diferentes estigios da

diferenciacdo do basidioma do Pleurotus ostreatus var. Florida.



3. METODOLOGIA

3.1 Cultivo das Amostras

As amostras do cogumelo Pleurotus ostreatus var. florida (Figura 1) foram
gentilmente cedidas pela professora Dra. Margarida Matos de Mendonga do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
e, foram cultivados em sua empresa, Fungi Brasilis, localizada na cidade de
Biguacu, estado de Santa Catarina, Brasil.

O substrato utilizado para o cultivo foi constituido de serragem de eucalipto
suplementada com farelos e gréos de cereais. A temperatura de incubagéo foi de
24°C e a temperatura de frutificacdo foi de 20°C. Os cogumelos colhidos
permaneceram em camara fria a 5°C, durante duas horas, até a preparacdo das

amostras.

Figura 1: Cogumelos P. ostreatus var. florida nos estagios pequeno, médio e grande, respectivamente.

3.2 Preparagcao das Amostras

Foi retirada uma porcao do pileo e uma porcao do estipe de cada cogumelo,
totalizando quatro cogumelos para cada um dos trés estagios do desenvolvimento.

As porcdes, de 0,1 g de massa, foram imediatamente introduzidas em tubos de
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ensaio contendo 0,4 ml de acido tricloroacético (TCA, 12%), homogeneizadas
utilizando-se um homogeneizador (Tissue Tearor Model 985370, Biospec Products
Inc.) a 25.000 rpm durante 20 segundos e centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos
para subsequente analise da GSH. Para as demais andlises, por¢cbes de 0,2 g de
massa foram imediatamente introduzidas em tubos de ensaio contendo 1,8 ml de
tampéo Fostato 20 mM, pH 7,4, 0,1% de Triton e 150 mM NaCl, contendo inibidores
de proteases, homogeneizadas, nos mesmos parametros acima citados, e
centrifugadas a 12.000 rpm durante 3 minutos. Em seguida, foi retirada uma aliquota
para analise da lipoperoxidacdo lipidica (TBARS), armazenando o restante do

homogenato a - 20° C para andlises posteriores.

3.3 Andlise das Defesas Antioxidantes e Marcadores de Estresse Oxidativo

3.3.1 Defesas Antioxidantes Enziméaticas

3.3.1.1 Catalase (CAT)

O ensaio utilizado para avaliar a atividade da enzima catalase se baseia na
velocidade de degradacao do peréxido de hidrogénio, solucdo fresca de 10 mM em
tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da andlise, onde em 2 mL desta
solucdo em cubeta adicionou-se 20 nL do homogenato da amostra e procedeu-se a
leitura da absorbancia a 240 nm, durante 30 segundos. Todas as amostras foram

-1 -1

analisadas em duplicatas e os valores expressos em mmol min~—" g~ de trama hifal
(Aebi, 1984).

3.3.1.2 Glutationa Peroxidase (GPx)

Para a determinacdo da enzima glutationa peroxidase foi utilizado o método
de Flohé e Gunzler. A GPx é a enzima que catalisa a reducdo de peroxido de
hidrogénio, utilizando a GSH como substrato, produzindo GSSG (Jones et al., 1981,
Epp et al.,, 1983). Utilizou-se 10 m do homogenato da amostra e 10 ni de tert-
butilhidroperoxido (t-BuOOH) adicionados em 1 ml de um meio de reacdo. Este meio
de reacéo (50 ml) é composto de 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de
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NADPH, 10 ml de &cido dietilenotriaminopentacético (DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 ml de
agua destilada, 24 mg de GSH, 3,8 ni de GR 5U. O método baseia-se em dismutar o
tBUOOH pela oxidagdo de GSH e formacdo de GSSG, catalisada pela GPx. No
entanto, a medida consiste na oxidacdo (diminuicdo da absorbancia) do NADPH
verificado na absorbancia a 340 nm, j& que o NADPH é utilizando na regeneracéo de
GSH pela GR. Portanto, a velocidade de oxidacdo do NADPH €& proporcional a
velocidade de producéo de GSSG a partir de GSH catalisada pela GPx presente na
amostra. Os valores foram expressos em mmol min™ g™ de trama hifal (Flohe e
Gunzler, 1984).

3.3.1.3 Glutationa Redutase (GR)

Foi utilizado o método descrito por Calberg e Mannervick, baseado na taxa de
oxidacdo do NADPH devido a formacdo de glutationa reduzida, a partir da GSSG,
pela acdo da GR, enzima presente na amostra, em um meio de reacgado (50 ml)
contendo tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 32,7 mg de glutationa
oxidada, 10 ml de DPTA 5 mM pH 7,0 e 15 ml de agua destilada, com verificacdo da
absorbancia a 340 nm. Os valores da atividade foram analisados em duplicata e

expressos em mmol min™ g™ de trama hifal (Calberg e Mannervik, 1985).

3.3.1.4 Glutationa S-Transferase

A atividade da GST foi avaliada pelo método descrito por Habig e
colaboradores, verificagdo da absorbancia a 340 nm. 10 ml da amostra eram
adicionados a um meio contendo 10 ni de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB),
10 m de GSH 0,1 M e 970 m de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, na cubeta de
referéncia utilizou-se 980 m de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 10 m de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) e 10 ni de GSH 0,1 M . Este método de avaliacao tem
como principio o uso de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, para
gue a enzima presente na amostra conjugue a GSH ao CDNB formando um
cromoforo detectavel em absorbancia a 340 nm. A monitoracdo da atividade foi feita
durante 60 s. As analises foram feitas em duplicatas com expressao dos valores em

mmol min~* g™* de trama hifal (Habig et al., 1976).
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3.3.2 Defesas Antioxidantes Nao Enziméaticas

3.3.2.1 Tidis nao proteicos

A concentracdo dos tidis ndo proteicos foi determinada através do método
descrito por Beutler e colaboradores, sendo que a glutationa reduzida (GSH)
representa a maior parte destes tidis nas células eucariontes (Belozerskaya e
Gessler, 2007). O método foi utilizado para avaliar a concentracdo de tidis em
extrato acido (TCA 12%, 1:4, v.v). A adicdo de 0,2 ml de acido 2-nitrobenzoico 2,5
mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9 ml de tampéo Tris-HCL 0,2 M pH 8,0 e 0,1 ml
da amostra, permitia, ap0s cerca de 3 min e agitagdo da cubeta, a obtencdo maxima
de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor amarela, possibilitando a mensuragéo da
absorbancia a 412 nm. Os valores, medidos em duplicata, foram expressos em nmmol
ml™ (Beutler et al., 1963).

3.3.3 Determinacao dos Marcadores de Estresse Oxidativo

3.3.3.1 Lipoperoxidacgao tecidual (TBARS)

A avaliagdo da peroxidacao lipidica foi realizada em duplicata, por meio da
deteccdo dos derivados de produtos da oxidagdo, através de substancias que
reagem com o acido tiobarbitlrico (TBARS), destacando-se o malondialdeido, ou
MDA. A aliqguota de 0,1 ml do homogenato foi adicionada a 1 ml de &cido
tricloroacético (TCA) a 12% e agitadas em um “mixer”. Em seguida, incubadas em
0,9 ml de tampéo Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA) e 1 ml de &cido tiobarbitarico
(TBA) 0,73% durante 60 min a 100 °C. Apds, o material foi resfriado durante 30 min
e centrifugado (5 min a 10000 g). A absorbancia do cromoéforo de cor résea, base de
Shiff, foi medida a 535 nm e os valores foram expressos em nmol g~ (Bird e Draper,
1984).

3.4 Andlise estatistica
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As comparacdes estatisticas, criacdo e edicdo dos gréficos foram realizadas
através do programa GraphPad Prism v5.0, usando a ferramenta ANOVA (analise de
varianica), admitindo um nivel minimo de significancia de p < 0,05, seguido pelo

teste de post-hoc de Newman-Keuls.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas amostrais
Tabela 1 — Caracteristicas dos estagios de desenvolvimento dos basidiomas - Pp

(pileo pequeno); Ep (estipe pequeno); Pm (pileo médio); Em (estipe médio); Pg (pileo

grande); Eg (estipe grande).

Amostras Diametro do pileo (cm) Média (cm)
PplEpl 1,0cm
P Pp2,Ep2 1,0cm
Estéagio inicial Pp3.Ep3 1.0 om 1,0cm
Pp 4,Ep 4 1,0cm
Pm1,Em1 2,5cm
_ Estégi_q _ Pm2,Em 2 3,5cm 3.0 em
intermediario Pm 3,Em 3 2,5¢cm '
Pm4,Em4 3,5cm
Pg1l,Egl 55cm
Estagio avancado Pg2Eg2 5,5 cm 5,5cm
Pg 3,Eg 3 6,0 cm
Pg 4,Eg 4 5,0 cm

As amostras foram reunidas em trés estagios do desenvolvimento, sendo 4
exemplares para cada estdgio, de acordo com o didmetro do pileo de cada
cogumelo (Tabela 1), a partir do mesmo micélio.

4.2 Determinacdes das Defesas Antioxidantes Enzimaticas
As determinagdes da atividade da enzima CAT demonstraram uma diferenca
significativa para o estipe no estagio grande (Eg) quando comparados, ambos pileo

e estipe, aos estagios pequeno e médio. No entanto, ndo diferiu significativamente

para o pileo do mesmo estégio (Eg) (Figura 2).
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Figura 2: Atividade da enzima catalase (CAT) em diferentes estagios da diferenciacao do basidioma

de Pleurotus ostreatus. * P<0,05 em relagéo a Pp, Ep, Pm e Em.

A atividade da enzima GPx apresentou uma significativa diminuicdo no

estagio grande (Pg e Eg) em relacdo ao estipe do estagio pequeno (Ep) (Figura 3).

2.0+ * Pp: Fileo pequeno
- = Ep: Estipe pequeno
o
- 157 * Pm: Pileo médio
£ % " * Em: Estipe medio
£ T L
o 107 s Pg: Pileo grande
= & Fg: Estipe grande
3 q Peqg
= 0.5-
o
)
0.0- T T

Pp Ep Pm Em Py Eg
Figura 3: Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) em diferentes estagios da diferenciagao

do basidioma de Pleurotus ostreatus. * P<0,05 em relacédo a Ep.

A determinacédo da atividade da enzima GR apresentou um perfil decrescente
da enzima em relagdo aos estagios do desenvolvimento. Além disso, as amostras de
estipe apresentaram uma tendéncia de diminuicdo da atividade da enzima em
relacdo ao pileo em todos os estagios. As amostras de estipe e pileo do estagio
grande (Pg e Eg) e estipe do estagio médio (Em) foram significativamente diferentes

em relacdo estagio pequeno (Pp e Ep) e pileo do segundo estagio (Pm). Além da
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significativa diferenca do pileo no estdgio médio (Pm) com todas as outras amostras
(Figura 4).

0.254 * Pp: PFilea pequenc
= Ep: Estipe pequena
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* Pm: Fileo medio
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L 1 1 1 [

Pp Ep Pm Em Py Eg

Figura 4: Atividade da enzima glutationa redutase (GR) em diferentes estagios da diferenciacéo do
basidioma de Pleurotus ostreatus. ** P<0,01 e *** P<0,001 em relacdo a Pp, Ep e Pm; ## P<0,01 em

relagdo a Pp, Ep, Em, Pg e Eg.

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) diferiu
significativamente apenas entre a amostra do pileo no estagio pequeno (Pp) e a

amostra do estipe no estagio grande (Eg) (Figura 5).
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Figura 5: Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) em diferentes estagios da diferenciagdo

do basidioma de Pleurotus ostreatus. * P<0,05 em relagcao a Pp (Newman-Keuls).

4.3 Determinacdes das Defesas Antioxidantes Nao Enziméticas
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As concentracfes de tidis ndo proteicos foram significativamente diferentes
nas amostras do estipe no estdgio médio (Em) e do estipe no estagio grande (EQ)
em relacdo as outras amostras (Figura 6).
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Figura 6: Concentracdo de tidis ndo proteicos em diferentes estagios da diferenciacao do basidioma

T

de Pleurotus ostreatus. * P<0,05 e ** P<0,01 em relagdo a Pp, Ep, Pm (Newman-Keuls).

4.4 DeterminagOes dos Marcadores de Estresse Oxidativo

Os niveis de TBARS da amostra do pileo pequeno (Pp) diferiram significativamente
do estipe do mesmo estagio (Ep), além do pileo e estipe nos estagios médio e
grande (Figura 7).

0.5 * Pp: PFilea pequenc
_ = Ep: Estipe pequena
™ I -
= god ® - *Pm: F'|Ie_|:| me::jn:!
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Figura 7: Concentracdo de substéncias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARS), em
diferentes estagios da diferenciacéo do basidioma de Pleurotus ostreatus. * P<0,05 e ** P<0,01 em

relacdo a Pp (Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

O cogumelo se desenvolve a partir de um micélio na fase de primérdio do
basidioma, passando para a fase de basidioma imaturo (sem basidiésporos) e
finalmente o cogumelo maduro (esporulacdo). Este desenvolvimento, o qual ndo é
interrompido pela colheita, inclui o alongamento do estipe, abertura e crescimento do
pileo, expansdo das lamelas (ou laminas) e formag&do dos basidiésporos (Braaksma
et al., 1996). A senescéncia do cogumelo é um processo oxidativo que envolve a
degradacdo das estruturas celulares, subcelulares e de macromoléculas, além da
mobilizacdo dos produtos de degradacg&o para outras partes do fungo. De mesmo
modo, alteracdes na permeabilidade da membrana e perda da capacidade de reter
solutos tém sido associadas com o amadurecimento de frutas (Tao et al., 2007). Os
estagios relacionados no presente trabalho (Tabela 1), denominados de pequeno,
meédio e grande, podem ser interpretados como as fases: inicial (Pp e Ep),
correspondendo a etapa de formagdo dos esporos; média (Pm e Em), fase
correspondente ao inicio da disseminacgdo dos esporos e; grande (Pg e Eg), na qual
constitui os cogumelos que ja estavam liberando os esporos (Chakraborty et al.,
2000).

Nos trabalhos realizados com leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae, a senescéncia em cultura estacionaria mostrou uma acumulacdo de
danos oxidativos e uma diminuicdo das defesas antioxidantes. A atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD) decresceu consideravelmente durante a
senescéncia das células de leveduras. Estes resultados estdo de acordo com a
aceleracdo do envelhecimento em mutantes com deficiéncia da enzima superéxido
dismutase (Grzelak et al., 2001). O mesmo padrdo parece ocorrer em plantas. A
rigida regulacdo da senescéncia das flores torna evidente a existéncia de um
controle de morte celular (Rubinstein, 2000). Ha evidéncias indicando que as EROs
contribuem para a morte celular programada (MCP), tanto em células vegetais como
animais (Chakrabarty et al., 2007; Van Doorn e Woltering, 2008). Todavia, as flores
representam estruturas de reproducdo sexual para as plantas, assim como 0s
cogumelos para seu respectivo micélio, talvez haja, até certo ponto, alguma
semelhanca no processo senescente entre ambos. Em plantas dos géneros

Dianthus e Hemerocallis, antioxidantes atrasaram visivelmente a senescéncia, em
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contrapartida, no género lIris, estes compostos foram ineficazes (Van Doorn e
Woltering, 2008). A MCP, em vegetais, pode depender da localizagdo, tempo, e
niveis de geracdo das EROs, no entanto, ndo pode ser eficaz enquanto as enzimas
antioxidantes sdo mantidas em niveis suficientes para neutralizagdo das EROs. Em
pétalas de Tulipa gesneriana, a atividade das enzimas, ascorbato peroxidase e
catalase, diminuiram nos estagios avancados da senescéncia, além disso, o H,O;
aumentou, portanto, esta relacdo apdia a nocado de que as EROs e a MCP estéo
associadas (Azad et al., 2008).

A catalase (CAT) é uma enzima capaz de diminuir os niveis primarios de
H,0O,, possui metais em seus centros catalisadores que reagem com o H,O, através
de uma reacgéo de dismutacdo, desempenhando um importante papel no sistema de
defesa antioxidante (Belozerskaya e Gessler, 2007). Em Hemerocallis a atividade
especifica da Unica forma de CAT detectada em gel, diminuiu progressivamente a
partir de aproximadamente 6 horas antes da abertura da flor. Quando a senescéncia
foi induzida precocemente, sua atividade decresceu mais cedo (Rubinstein, 2000). A
expressdo da enzima catalase, em Saccharomyces cerevisiae, parece ser
transitoriamente ativada durante o envelhecimento celular, sendo facilmente
induzida por varios tipos de estresse (Jakubowski et al., 2000; Grzelak et al., 2001).
Conforme observado nas determinacdes da CAT (Figura 2), a atividade da enzima
ndo apresentou diferencas entre os estagios pequeno e meédio, no entanto, foi
observado uma atividade relativamente baixa no estagio grande, especialmente na
amostra de estipe (Eg). Esta diminuicdo na atividade da CAT, observada nos
estagios avancados (Pg e Eg), pode estar relacionada com a senescéncia do P.
ostreatus.

Vérias classes de peroxidases, como a glutationa peroxidase, tioredoxinas,
glutaredoxinas, peroxiredoxinas e sulfiredoxinas, foram encontradas tanto em
eucariontes como procariontes. Estas peroxidases nao contém metais, mas
possuem um ou mais residuos de cisteina, que estdo envolvidos na catélise
(Belozerskaya e Gessler, 2007). A capacidade de certos grupos SH de interagir com
EROs € determinada pelo seu grau de ionizacdo e influéncia de residuos dos
aminoacidos vizinhos. Trés genes que codificam a glutationa peroxidase (GPXx),
homologos a genes de mamiferos, foram inicialmente descobertos no genoma de

Saccharomyces cerevisiae, bem como enzimas similares no fungo Cryptococcus
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neoformans (Belozerskaya e Gessler, 2007). Embora ndo apresente uma diferenca
significativa, pdéde-se observar uma menor atividade da enzima GPx (Figura 3) no
estagio grande (Pg e Eg) em relacdo aos outros estagios, assim como observado na
atividade da CAT.

Diversos estudos tém indicado que a atividade da superdxido dismutase
(SOD) diminui progressivamente na senescéncia das pétalas, na planta Dianthus
caryophyllus (Bartoli et al., 1996). Além disso, nesta espécie vegetal, o conteludo
total de glutationa, ascorbato e a-tocoferol, além da atividade da enzima GR,
parecem declinar durante o periodo de envelhecimento das pétalas (Bartoli et al.,
1996; Rubinstein, 2000). No presente trabalho, a atividade da GR (Figura 4)
apresentou uma tendéncia inversamente proporcional ao tamanho dos cogumelos,
ou seja, uma alta atividade nas amostras de individuos pequenos e uma menor
atividade nas amostras de individuos maiores. Além disso, observou-se uma menor
atividade no estipe em relacdo ao pileo em todos os estagios, embora seja
estatisticamente significativa apenas no estagio médio. Este padrdo foi
acompanhado pela atividade da glutationa S-transferase (GST) (Figura 5), onde
apresentou uma menor atividade no estipe do estagio grande (Eg) e maior atividade
no pileo do estagio pequeno (Pp). Uma das funcdes desta enzima é reparar
compostos endogenos, como lipidios peroxidados (Chakrabarty et al., 2007).
Contudo, a atividade da GST (Figura 5) parece estar de acordo, até certo ponto, com
a determinacado da lipoperoxidacdo (TBARS) (Figura 7), onde as amostras do pileo
no primeiro estagio (Pp) apresentaram valores mais elevados. A GST, além da
funcéo relacionada com a fase Il da biotransformacdo de xenbioticos, participa na
detoxificacdo de hidroperéxidos oriundos da lipoperoxidacdo (Halliwell e Gutteridge,
2007).

Em Agaricus bisporus ocorre um aumento temporério da respiracdo, apds a
colheita de cogumelos imaturos. Isto se deve, provavelmente, a maior necessidade
energética exigida pelos processos envolvidos na abertura do pileo, expansdo das
lamelas e maturacéo dos esporos. Braksma e colaboradores observaram um pico de
respiracdo no momento em que ocorre a quebra do véu em cogumelos colhidos no
estagio imaturo (Braaksma et al., 1996). No entanto, na espécie P. ostreatus a
descarga de esporos comeca em uma fase mais precoce, devido & auséncia de um

véu cobrindo as laminas do basidioma (Philippoussis, 2009). De acordo com
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Braaksma (1996), mais de 75% dos compostos energéticos, determinados em
conteudo de polifosfatos, sdo sintetizados antes da abertura do pileo, no
desenvolvimento poés-colheita de A. bisporus. Portanto, a elevada atividade
antioxidante nas amostras de pileo, principalmente no estagio inicial, poderia estar
relacionada com a maior atividade metabdlica, induzida pela colheita, nas amostras
que ainda nao liberaram os esporos (Pp), com a finalidade de garantir a
disseminacgdo dos esporos, apos a separagdo entre cogumelo e micélio.

No entanto, as atividades metabdlicas na senescéncia de cogumelos nao
colhidos, parecem distinguir das atividades metabdlicas que ocorrem na senescéncia
apos a colheita. As determinacbes da atividade especifica de enzimas, que
representam diferentes vias ligadas ao metabolismo dos carboidratos, indicam que a
glicélise e ciclo de Krebs sdo as principais vias do catabolismo de carboidratos,
durante a fase da liberagcdo dos esporos em P. ostreatus (Chakraborty et al., 2003).
Contudo, a elevada taxa de metabolismo, que ocorre durante a esporulagdo, em
cogumelos ligados ao micélio, foi apoiada por uma menor taxa de glicogénese nesta
fase. ConcentracOes de todos os agucares importantes do basidioma, como manitol,
glicose e trealose, diminuiram no basidioma maduro e trama lamelar. Isto indicou
alta atividade catabdlica, durante a fase de liberacdo dos esporos, no
desenvolvimento de cogumelos pos-colheita (Chakraborty et al., 2003). Em outro
estudo com A. bisporus in vivo, as taxas respiratorias observadas contrastam com as
determinacdes pos-colheita, observando-se um constante aumento em relacdo ao
desenvolvimento do basidioma. Partindo do menor consumo de oxigénio, observado
no primordio, até o mais elevado, visualizado no estagio avancado (Hou e Wu,
1972), contrariando com as taxas respiratérias encontradas em cogumelos da
mesma espécie, onde ocorre um pico respiratorio na esporulacdo, quebra do véu,
apuradas no desenvolvimento pds-colheita (Braaksma et al., 1996). Os cogumelos,
do presente estudo, foram armazenados em camara fria apds a colheita, o que reduz
sua captacdo de oxigénio, porém, fica arriscado extrapolar uma taxa respiratoria
baseada em estudos com outras espécies, no entanto, sabe-se que as taxas
respiratorias nas lamelas sé@o efetivamente maiores em relacdo ao estipe, tanto in
vivo como poés-colheita (Hou e Wu, 1972; Braaksma et al., 1996).

A glutationa (y-glutamilcisteinilglicina reduzida) € o tiol ndo protéico mais

difundido entre as células eucariontes, esta presente na célula em sua forma
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reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Belozerskaya e Gessler, 2007). A GSH esta
associada com funcdes celulares basicas, bem como a manutencdo da estrutura
mitocondrial, integridade da membrana, diferenciacdo e desenvolvimento celular.
Este tripeptideo desempenha um papel fundamental na resposta a situacdes de
estresse em varios fungos, sendo um importante antioxidante que reage com uma
série EROs. Além disso, a resposta ao estresse oxidativo também envolve a
biossintese de enzimas associadas a GSH, como GST, GR e GPx (Pdcsi et al.,
2004). Em estudos realizados com Saccharomyces cerevisiae, a GSH apresentou
uma diminuicdo durante a senescéncia das ceélulas de leveduras (Grzelak et al.,
2001). Com relacdo as concentracdes de tidis ndo proteicos (Figura 6), ficou
evidente a maior quantidade nas amostras do pileo em relacdo ao estipe em todos
0s estagios. No entanto, as amostras Pg e Eg apresentaram menor concentracdo de
tidis ndo proteicos em relacdo a fase inicial, seguindo a mesma tendéncia de
diminuic&do da capacidade de defesa antioxidante com o avanco da senescéncia. Em
um estudo com Saccharomyces cerevisiae, foi demonstrado que o nivel de mRNA
para GSH é aumentado pela exposicdo das células aos oxidantes, particularmente
por agentes geradores do anion superoéxido (Stephen e Jamieson, 1996). A alta taxa
respiratdria encontrada na regido laminar €, provavelmente, resultado do maior
namero de mitocéndrias por célula encontradas nesta regido do basidioma
(Braaksma et al., 1996). Portanto, isto pode explicar a maior quantidade de ti6is ndo
proteicos nas amostras de pileo, visto que, uma maior geracao do anion superéxido
estaria associada com o elevado numero de mitocdndrias destas amostras. Um alto
nivel de reducdo da glutationa € mantido pela GR e, portanto, esta estreitamente
relacionado com o estado redox celular. A concentracao de glutationa reduzida sob
condicdes fisiologicas normais é de 10 a 100 vezes mais alta que a concentracdo na
forma oxidada, por isso a glutationa estd presente em concentracdes elevadas
(Wilhelm Filho et al.,, 2000), principalmente no estado reduzido em todos os
organismos aerobicos (Belozerskaya e Gessler, 2007). Os altos niveis de tidis ndo
proteicos detectados nas amostras de pileo poderiam estar de acordo com a maior
atividade da enzima GR nas mesmas amostras, juntamente com a maior taxa
respiratéria, quando comparadas com estipe em todos os estagios do basidioma.

A semelhanca dos processos bioquimicos fundamentais entre organismos de

diferentes grupos sugere que 0sS mecanismos basicos da senescéncia também
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podem ser comuns entre distintas espécies. Uma hipotese que tenta explicar a base
mecanica do envelhecimento, postula que a acumulagdo dos danos
macromoleculares, afetando fungdes fisioldgicas, induzidos por EROs constitui um
fator central no processo de senescéncia (Sohal, 2002). Assim, o dano oxidativo e 0s
niveis de geracdo de EROs nas células seriam inversamente proporcionais ao tempo
de vida maximo das espécies (Sohal e Weindruch, 1996). Apesar disso, as defesas
antioxidantes ndo apresentam uma correlagao clara com a expectativa de vida nos
diferentes organismos (Sohal, 2002). Entretanto, o estado das defesas antioxidantes
tem se mostrado associado com os niveis de atividades metabdlicas em organismos
termoconformistas (Wilhelm Filho et al., 2000). Em mexilhbes Perna Perna, o
aumento das defesas antioxidantes parece estar relacionado com o aumento da
temperatura, em determinados meses do ano, seguido pelo aumento do consumo de
oxigénio e, consequentemente, uma elevagao na geragao de EROs (Wilhelm Filho et
al., 1993; Wilhelm Filho et al., 2001).

Estudos demonstraram que a funcéo respiratéria € um fator chave e, contribui
para a diminuicdo do tempo de vida do fungo Podospora anserina. Neste organismo,
a senescéncia € sistematicamente associada com a instabilidade do DNA
mitocondrial. Foi demonstrado, que a inativagcdo do gene COX5, que codifica a
subunidade V do complexo citocromo ¢ oxidase, leva ao uso de uma via respiratéria
alternativa e, a diminuicdo da producdo de EROs. Isto resulta em um elevado
aumento na longevidade do fungo, associado com a estabilizacdo do cromossomo
mitocondrial. Além disso, a acumulacdo de varias moléculas, especificas do DNA
mitocondrial e relacionadas com a senescéncia, ndo ocorre neste mutante nuclear.
Estes resultados forneceram fortes evidéncias de uma relagdo direta entre o
metabolismo mitocondrial e a longevidade em Podospora anserina (Dufour et al.,
2000).

Antes da colheita, o cogumelo é sustentado por nutrientes e agua do micélio
subjacente. Quando o cogumelo é colhido, ele se torna isolado, em termos nutritivos,
adaptando seu metabolismo para sustentar o crescimento e producao do esporo.
Esta adaptacdo esta associada com a senescéncia (Burton et al., 1994). Vérios
trabalhos indicam que ha uma exportacdo de recursos do estipe para o pileo durante
a senescéncia dos cogumelos (Burton et al., 1994). Essa exportacdo deve-se,
provavelmente, a importancia da regido do pileo para liberacdo dos esporos. Além
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disso, trabalhos realizados por Hou e Wu, com A. bisporus, demonstraram que a
regido laminar possui valores de captacdo de oxigénio elevados quando
comparados com o estipe (Hou e Wu, 1972). Trabalhos mais recentes indicam que a
respiracdo na regiao laminar representa cerca de 70% da respiracdo de todo
cogumelo nas observacdes feitas em A. bisporus (Braaksma et al., 1996). Esta
respiracao é relativamente alta, uma vez que a massa da trama laminar é pequena
guando comparada a massa de todo cogumelo. No entanto, é arriscado extrapolar
os valores de respiracdo do cogumelo colhido para a situagao in vivo, devido,
principalmente, ao estresse gerado pela colheita do cogumelo (Braaksma et al.,
1996). Contudo, os resultados obtidos neste trabalho, demonstram uma tendéncia
para maior atividade do sistema de defesa antioxidante nas amostras de pileo (as
quais contém a trama laminar) em relagdo as amostras de estipe, provavelmente,
correspondendo a maior atividade respiratéria nesta regidao do cogumelo.

Estudos sugerem que a sintese de fosfolipidios € bloqueada no inicio da
senescéncia, além de evidéncias indicando que altos niveis de H,O, enddgenos
ajudariam a estimular o envelhecimento (Rubinstein, 2000). EROs, como o radical
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, ttm um papel importante na
peroxidacdo lipidica das membranas e, consequentemente, contribuem para a
senescéncia. As mudancas na permeabilidade da membrana, durante a
senescéncia, estdo relacionadas com uma simultdnea diminuicdo de lipidios de
membrana (Tao et al., 2007). No presente trabalho, as determinacbes de TBARS
constataram uma maior peroxidacéo lipidica na amostra de pileo pequeno e, ndo se
observou diferenca entre todas as outras amostras. A elevada taxa respiratoria na
regido laminar poderia justificar a maior peroxidacao lipidica na amostra do pileo
(Pp).

Trabalhos indicam uma acumulacdo de danos em proteinas e DNA na
senescéncia replicativa de Saccharomyces cerevisiae. Este fendmeno esté ligado a
atenuacdo consideravel das defesas antioxidantes, que ocorre durante o
envelhecimento celular. No entanto, o acumulo de danos oxidativos € devido,
principalmente, a diminuicdo das defesas antioxidantes do que o aumento da
formacédo de EROs durante a senescéncia replicativa de leveduras (Grzelak et al.,
2001; Grzelak et al., 2006).
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Em conclusdo, estes dados supostamente indicam que a elevada taxa
respiratoria presente nas amostras de pileo, durante a etapa inicial de maturacao
dos esporos, seja responsavel por uma maior producdo de EROs e,
consequentemente uma superior peroxidagao lipidica, apesar da maior capacidade
do sistema de defesa antioxidante deste estagio. No entanto, é necessario verificar
outros marcadores de estresse oxidativo. Talvez esta maior producdo de EROs,
observada por uma maior lipoperoxidacao, seja responsavel pela maior atividade do
sistema antioxidante nas amostras de pileo. Contudo, a diminuicdo das defesas
antioxidantes, observada durante o desenvolvimento do basidioma, parece estar

relacionada com a sua senescéncia.
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