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Resumo

Este estudo teve como objetivo verificar a composi¢do quimica e atividade antioxidante do Cogumelo do Sol (4Agaricus blazei) e seu efeito
sobre o ciclo celular de Allium cepa. A analise da composigdo quimica revelou uma elevada concentragdo em compostos fendlicos (65,36 mg/
EAGQ), acido ascorbico (1,74mg/g), B-caroteno (384,28 ug/mg) e licopeno (33,61 pg/mg). A eficiéncia no sequestro de radicais livres do DPPH
foi considerada primaria (68,15%) e a analise do ciclo celular mostrou que o tratamento com Agaricus blazei promove atraso na fase de anafase
da mitose em c¢lulas meristematicas de A/lium cepa. Os resultados sugerem que a composi¢do quimica e antioxidante de Agaricus blazei pode
influenciar na modulag@o do ciclo celular de A//lium cepa e possivelmente reduz a taxa de mutag@o espontanea, por diminuir a velocidade de
disjun¢do e migra¢do dos cromossomos durante a mitose.

Palavras-chave: Antioxidantes. Indice Mitético. Mitose. Aberragdes Cromossémicas.
Abstract

The chemical composition and antioxidant activity of mushrooms Agaricus blazei and its effect on the Allium cepa cell cycle was investigated.
Chemical analysis showed high concentration of phenolic compounds (65.36 mg/GAE), ascorbic acid (1.74 mg/g), p-carotene (384.28 ug/mg)
and lycopene (33.61 ug/mg). The efficiency free radical DPPH scavenging acitvity was primary (68.15%). Analysis of cell cycle demonstrated
that treatment with Agaricus blazei delayed the mitosis anaphase phase in meristem cells of Allium cepa. The results suggest that the chemical
composition and antioxidant activity of Agaricus blazei may affect the modulation of the Allium cepa cell cycle, and possibly reduce the

spontaneous mutation rate, by decreasing the disjunction and migration speed of chromosomes during mitosis.

Keywords: Antioxidants. Mitotic Index. Mitosis. Chromosomal Aberrations.

1 Introducio

Os cogumelos s3o macrofungos utilizados na alimentagao
humana desde a antiguidade. Por este motivo, cada vez mais,
os cogumelos tém chamado a atengdo de pesquisadores,
interessados nas suas propriedades nutritivas e medicinais'.
No Brasil, o consumo de cogumelos vem crescendo
significativamente devido a alegagdo de efeitos biologicos
capazes de modularem o sistema imune, ¢ assim prevenir e
tratar doengas®. Dentre os efeitos biologicos promovidos pelo
consumo de cogumelos, tem destaque a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante de cogumelos esta relacionada
a presenca de compostos quimicos como o0s compostos
fendlicos, vitaminas e carotenoides, que atuam na manutengao
da integridade celular, protegendo estruturas compostas de
proteinas, lipidios ¢ DNA da agéo danosa de radicais livres®*.

No entanto, ainda ha dividas quanto aos beneficios ou
prejuizos a saude decorrentes do uso de cogumelos pelas
populac¢des humanas. Nesse sentido, para que um produto seja
recomendado para consumo como alimento e/ou medicamento
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seguro seus efeitos biologicos devem ser conhecidos e
estudados. Entre os testes toxicogenéticos recomendados, o
sistema teste Allium cepa ¢ a técnica ideal para avaliar como
um composto pode agir sobre a proliferagdo celular, além de
detectar mutagdes por meio de alteragdes cromossémicas™s.

Agaricus blazei ¢ um cogumelo brasileiro, conhecido
popularmente como Cogumelo do Sol, Cogumelo Piedade,
Cogumelo de Deus e, mais recentemente, Champignon do
Brasil’. Em termos nutricionais é composto por cerca de
90% de agua, proteinas, carboidratos, fibras, aminodacidos
essenciais, minerais e baixo teor calorico, além de compostos
considerados medicinais'. E considerado o mais importante
dos cogumelos e, portanto, uma das espécies mais populares
e consumidas'®, no entanto poucos sdo os relatos acerca
dos efeitos toxicogenéticos deste cogumelo que discutem a
seguranca alimentar relacionada ao seu consumo. Assim,
este estudo verificou a composi¢do quimica e atividade
antioxidante do Cogumelo do Sol (Agaricus blazei) e seu
efeito sobre o ciclo celular de A/lium cepa.
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2 Material e Métodos

2.1 Amostra

O cogumelo Agaricus blazei foi obtido a partir de uma
farmaciaem Maringa - PR. O frasco comercializado apresentou
capsulas com 500 mg de basidioma seco e pulverizado.

2.2 Analise da composi¢cido quimica
2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos foram estimados pelo método
descrito por Singleton et al.!' com modificagdes. Para cada
grama da amostra, foi adicionado 1 mL do reagente de
Folin - Ciocalteu. Apds 3 minutos, 1 mL da solugdo saturada
de carbonato de sddio foi adicionada a mistura e o volume
ajustado para 10 mL com agua destilada. A reagdo foi mantida
na auséncia de luz por 90 minutos, em seguida, a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 725 nm. O
acido galico foi utilizado para a constru¢do da curva padrao
e a concentragdo dos compostos fendlicos foi expressa como
miligramas equivalentes de acido galico (mgEAG/g).

2.2.2 Acido ascérbico

Para a determinagao da concentragdo de 4cido ascorbico,
foi utilizado o método 2,6 dicloroindofenol descrito por
Pearson'? com modificagdes. O acido ascorbico foi utilizado
para a construgdo da curva padrdo e a concentragdo de acido
ascorbico presente em A. blazei foi calculada seguindo a
equagao,

Acido ascorbico (mg/g) = VitC/ Pa/vd (1)

onde, (VitC: acido ascorbico na curva padrio; Pa: peso da
amostra; Vd: diluigdo).

2.2.3 B-Caroteno e licopeno

Para a determinacdo dos carotenoides, foi utilizado o
método de Nagata e Yamashita®. Foi adicionado 1g de A.
blazei em uma solug¢do de acetona - hexano (4:6 v/v) sobre
agitagdo vigorosa por 1 minuto. Em seguida a mistura foi
filtrada e, posteriormente, o filtrado foi empregado na leitura
da absorbancia nos comprimentos de onda 453, 505 ¢ 663 nm
e a concentragdo de B-caroteno e licopeno calculada de acordo
com as equacgoes,

[ — caroteno (ug/mg) = 0,216 . A663 — 0,304 . A505+ 0,452 .A453 (2)
Licopeno (ug/mg) = — 0,0458 . A663+ 0,372. A505 — 0,0806.A453  (3)

2.3 Atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi
empregado o método do DPPH (2,2-difenil - 1 - picrilhidrazil)
segundo Thaipong et al.'* e Choi et al.® com modificagdes.
Uma amostra de 5 mg foi misturada em uma solugdo
metandlica contendo o radical DPPH (2,4% v/v). A mistura

foi mantida no escuro até a estabilidade da descoloragdo do
radical DPPH. Em seguida as leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro a 515 nm com agua destilada
como controle negativo e a catequina ¢ o BHT (hidroxitolueno
butilado) como controles positivos. A atividade sequestrante

dos radicais do DPPH foi expressa como:

Sequestro RL (%4) = (1- Abs. amostra/Abs. controle negativo) x 100 4)

2.4 Teste do Allium cepa

Para o teste do A. cepa, foi utilizada a metodologia
proposta por Fiskesjo!®* com modificagdes, onde foram
utilizados cinco bulbos de cebola (Allium cepa) com
aproximadamente 10 mm de didmetro para cada tratamento.
Para estimular o crescimento das raizes, o caule foi raspado
e os bulbos colocados em agua destilada por 48 horas com
fotoperiodo luz/escuro para promover a sincronizagao da
divisdo celular das células meristematicas. Em seguida,
foram conduzidos os tratamentos com A. blazei na
concentragdo de 150 mg, agua destilada como controle
negativo e sulfato de cobre (6x107 g/mL) como controle
positivo. As raizes permaneceram sobre tratamento durante
24 horas. Em seguida as raizes foram aleatoriamente

cortadas, lavadas em 4gua destilada e fixadas em Carnoy
(alcool etilico-acido acético, 3:1, v/v). Para a analise
citogenética foi empregado o método de esmagamento'’. As
raizes foram hidrolisadas em HCI 1 M durante 8 minutos a
60 °C, lavadas com agua destilada e coradas com orceina
acética a 2% (v/v). A leitura das laminas foi realizada em
microscopio Optico com aumento de 100 vezes pela técnica
de varredura. Foram contadas 1.000 células meristematicas
por lamina, totalizando 5.000 células por tratamento. As
células meristematicas foram classificadas de acordo com
o estagio do ciclo celular em interfase, profase, metafase,
anafase e telofase. Estes dados foram utilizados para calcular
o indice mitdtico (IM) e o indice de fase da mitose (IF),
segundo as férmulas propostas por Roa et al.'®:

IM (%) = n® células em mitose / n® total células x 100 (5)

IF (%) = n° células em cada fase da mitose / n° total células mitose x 100 (&)

Foram também analisadas a presenca de aberragdes
cromossOmicas para deteccdo de danos do DNA sendo
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observada a presenga de pontes cromossomicas e

cromossomos soltos na anafase.
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2.5 Analise estatistica

As analises referentes a composig¢do quimica e a atividade
antioxidante foram realizadas em triplicata. Todos os resultados
foram expressos como média e desvio padrao, sendo submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de
Tukey (p<0,05) utilizando o programa SISVAR versao 7.0.

3 Resultados e Discussao

A composi¢do quimica e a atividade antioxidante de

A. blazei sdo apresentadas no Quadro 1. Os compostos

fenolicos foram os compostos bioativos com maior
concentracdo em A. blazei e, comparando com outros
estudos, também apresentou concentragdo superior aos
resultados encontrados por Carvajal et al.”” (38,70 pg/
mg) e Carneiro et al*® (31,98 mg EAG/g). Este resultado
¢ relevante, uma vez que os compostos fendlicos estdo
relacionados a atividades biologicas importantes e atribuidas
aos cogumelos como a antitumoral, antimutagénica, anti-

inflamatoria, antibacteriana e a antioxidante?'.

Quadro 1: Composicdo quimica e atividade antioxidante de 4. blazei

Composi¢ao Quimica A. blazei Sequestro do DPPH (%)
Concentragao A. blazei Catequina BHT
Compostos fenolicos (mgEAG/g) 65,36+0,10
. 68, 15+0,66" 83,75+0,94* 85,50+0,52°
Acido ascérbico (mg/g) 1,74+0,22
p-caroteno (ng/g) 384,28+4,65
Licopeno (ng/g) 33,61+1,01

#Letras seguidas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo ao acido ascorbico, 4. blazei apresenta
este composto em concentracdo superior a outros
cogumelos do mesmo género, incluindo A. bisporus
(0,01lmg/g)*e A. sylvaticus (12,65mg/100g)*. A presenga
e concentragdo do acido ascorbico em A. blazei sado
importantes, uma vez que este composto ¢ necessario para
sintese de colageno e um antioxidante com efeito anti-
inflamatoério correlacionado a reducao da incidéncia de
cancer®*?.

A concentragdo de carotenoides superou os valores
encontrados em A. bisporus (0,519 02 pg/g de B-caroteno e
0,374 pg/g de licopeno)* e Agaricus silvicola (3,02 ng/g de
B-caroteno e 1,14 pg/g de licopeno)?’. Os carotenoides sdo
importantes antioxidantes sugeridos como protetores contra
patologias relacionadas aos radicais livres, como as doengas
cardiovasculares, neurologicas e da visdo, além de diferentes
tipos de cancer?,

Com relagdo a atividade antioxidante, expressa como
eficiéncia no sequestro de radicais do DPPH, o resultado,
embora semelhante a catequina e o BHT (p>0,05), foi
superior ao cogumelo Agaricus bresadolamus (24,70%)*
e comparavel a A. bisporus (60%)*°. De acordo com Li
et al’®, o valor de sequestro de radicais livres do DPPH
apresentado por A. blazei pode ser considerado um efeito
antioxidante do tipo primario. No entanto, ¢ reconhecido
que antioxidante sdo eficientes no sequestro de radicais
livres, neutralizando possiveis efeitos danosos sobre os
componentes celulares. Figueira er al.?' sugeriram que a
suplementacdo com este cogumelo pode ser eficaz para o
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tratamento de infeccdo por HVI, por melhorar a funcao
antioxidante em pacientes. A atividade antioxidante ¢ efeito
bioldgico particularmente importante em um alimento,
pois atua na prevencdo dos danos causados por radicais
livres diariamente, assim como aumenta a fun¢do natural
de macrofagos e células natural killer, e como resultado,
secundariamente a reagdo imune suprime o crescimento
tumoral®.

No Quadro 2 sdo apresentados os efeitos de 4. blazei
sobre o ciclo celular e o indice mitético (IM) de células
meristematicas de A. cepa. O indice mitoético mostrou
que A. blazei nao apresenta efeito antiproliferativo ou
citotoxico sobre as células meristematicas de 4. cepa. O
indice mitotico reflete o niimero total de células em mitose
e geralmente ¢ utilizado para indicar efeito antiproliferativo
e citotoxico de compostos quando este indice no tratamento
¢ inferior ao controle negativo. E possivel observar
que A. blazei aumenta o indice mitdtico das células
meristematicas de A. cepa (p>0,05) quando comparado
ao controle negativo. Resultados semelhantes de aumento
no indice mitético foram encontrados por Liman et al.*
analisando o extrato aquoso de Linaria genistifolia.
Embora interessante, este resultado deve ser analisado com
cautela e comparativamente as aberragcdes cromossdmicas,
pois o indice mitotico superior ao controle negativo pode
ser prejudicial as células meristematicas conduzindo a uma
proliferacdo desordenada que pode refletir no aumento no
numero de mutagdes e no processo de tumorizagdo em
seres vivos™.

J Health Sci 2016;18(2):134-8
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Quadro 2: Efeito de 4. blazei sobre o ciclo celular e indice mitotico de células meristematicas de Allium cepa

Tratamento Total de células Células intérfase Células mitose IM (%)
Controle (-) 5000 4973 27 0,54 +0,62°
Controle (+) 5000 4926 74 1,48 £ 1,56°
A. blazei 5000 4922 78 1,56 + 1,40°

ab T etras diferentes, na mesma coluna, sdo significativamente diferentes entre si segundo o teste de Tukey (p>0,05).

Controle (-): Agua Destilada e Controle (+): Sulfato de Cobre.

Fonte: Dados da pesquisa.

O Quadro 3 apresenta o efeito de A. blazei sobre o indice
de fases da mitose e alteragdes cromossomicas em A. cepa.
A andlise do indice de fases do ciclo celular das células

meristematicas de 4. cepa permitiu observar que embora ndo
tenha sido observada reducdo do indice mitdtico, o tratamento
com A. blazei atrasou a fase de anafase da mitose (p<0,05).

Quadro 3: Efeito de 4. blazei sobre o indice de fases na mitose e alteragdes cromossomicas em Allium cepa

Fases da Mitose Aberracdes Cromossdmicas
Tratamento Profase Metafase Anafase Teléfase Pontes Cromossomos soltos
Controle (-) 3,2+£4,08° 1,0 £ 1,50° 0,8+ 1,41° 0,4+0,57° Nd 1,8+ 0,87
Controle (+) 2,0 £ 3,00 2,6 +£5,25% 1,4+1,70° Nd 34+4,71° 5,4+ 8,88
A. blazei 3,4 +442¢ 4,0 +4,76" 52+6,13° 1,0+ 1,25 0,4 +0,57 1,6 +1,82¢

*b Letras diferentes, na mesma coluna, séo significativamente diferentes entre si segundo teste de Tukey (p<0,05), Nd: ndo apresentou
mutagdes. Controle (-): Agua destilada e Controle (+): sulfato de cobre.

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relacdo analise de aberra¢des cromossdmicas, estas
alteracdes ocorreram durante as fases de metafase e anafase
e foram representadas por pontes anafasicas e cromossomos
soltos, indicando falhas por ndo disjungdo e migracdo
cromossOmica, que podem ser promovidos por compostos
com agdo aneugénicas e clastogénicas®. De acordo com as
condi¢des analisadas, ndo ¢ possivel atribuir a 4. blazei a
atividade antimutagénica, pois os resultados do tratamento
sdo semelhantes ao controle negativo. Silva et al.’® apontam
que o tratamento continuo com o A. blazei apresenta atividade
desmutagénica na clastogenicidade induzida pela radiagao
ultravioleta em cultura de células CHO-K1. Ja no trabalho de
Rodrigues et al’’, o extrato aquoso de A. blazei diminuiu a
frequéncia de mutagdo espontanea caracterizando efeito foi
antimutagénico.

Neste trabalho, ndo foi possivel inferir a atividade
antimutagénica para 4. blazei, uma vez que as médias de
alteracdes cromossOmicas foram semelhantes ao controle
negativo, embora inferiores ao controle positivo. Neste sentido,
apesar de A. blazei ndo apresentar efeito antimutagénico,
como mostraram os estudos ja citados, este cogumelo atrasa
a fase de anafase, portanto pode possivelmente reduzir a taxa
de mutag@o espontanea, uma vez que diminui a velocidade de
disjun¢@o e migracdo dos cromossomos e evita a ocorréncia
de danos durante a metafase e anafase.

4 Conclusao

Os resultados encontrados neste estudo revelaram que
A. blazei apresenta elevada concentracdo em compostos

J Health Sci 2016;18(2):134-8

fenolicos, acido ascorbico e carotenoides e uma atividade
antioxidante primaria capaz de sequestrar os radicais livres
do DPPH. Foi observado que o tratamento com este cogumelo
atua no atraso da fase de anafase da mitose e possivelmente
reduz a taxa de mutagdo espontanea, por diminuir a velocidade
de disjunc¢do e migragdo dos cromossomos. Sao necessarios
estudos adicionais para confirmar estas afirmagdes e contribuir
com novas informagdes a respeito dos mecanismos de agdo de
A. blazei sobre a protecdo celular.
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