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Resumo

Desde os primérdios da humanidade que se utilizam plantas/cogumelos medicinais. Porém, a falta
de estudos acerca dos mesmos, aliados a urgéncia em descobrir novos farmacos, leva-nos a
redescobrir os produtos naturais. O trabalho tem como objetivo avaliar diferentes atividades
biolégicas do Laurobasidium lauri, um fungo utilizado na medicina popular da ilha da Madeira, do
qual pouco se sabe. Para tal, realizou-se um estudo experimental com extratos (aquoso e
etandlico 55% (V/V)) do fungo isolado e em mistura com plantas medicinais, tendo-se avaliado a
atividade antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatdria e citotdxica, in vitro. O extrato etandlico do
fungo isolado obhteve maior teor de compostos fendlicos (268+17,3 mg GAE/g), melhor valor de
concentracao minima inibitdria (MIC), para S. aureus (MIC=0,078125 mg/mL) e maior potencial
antioxidante no ensaio do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (ICso= 18,9+2,2 ug/mL). O extrato
etandlico do fungo em mistura apresentou maior acao quelante do ferro (ICs,=163,7+3,1 ug/mL) e
maior acao citotéxica em células cancerigenas de pulmao (ICso de 48,3+1,0 ug/mL). O ensaio anti-
inflamatdrio apenas demonstrou resultados em extratos de fungo isolado, tendo sido o tnico que
apresentou maior atividade nos extratos aquosos (68,9% - 500 ug/mL). O fungo apresenta

grande potencial, sendo necessarios mais ensaios que confirmem estas atividades bioldgicas.

Palavras-chave: fungo, Laurobasidium lauri, atividade antioxidante, atividade antibacteriana,

atividade citotdxica, atividade anti-inflamatdria



Abstract

Since the beginning, humanity uses medicinal plants/mushrooms. However, the absence of
studies, combined with the urgency in new drugs discoveries, leads us to rediscover natural
products. The objective of this work is to evaluate different biological activities of Laurobasidium
lauri, a fungus used in folk medicine on Madeira Island, which is not well known. An experimental
study was carried out with extracts (aqueous and ethanolic 55% (V/V)) of the fungus isolated and
mixed with medicinal plants, evaluating the antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory, and
cytotoxic activity, in vitro. The ethanolic extract of the isolated fungus had the highest content of
phenolic compounds (2.68+17.3 mg GAE/qg), the best value of minimum inhibitory concentration
(MIC) for S. aureus (MIC = 0.078125 mg/mL) and higher antioxidant potential in the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) assay (ICso = 18.9+2.2 pg/mL). The ethanolic extract of the fungus in
mixture showed greater iron chelating action (ICso=163.7+3.1 ug/mL) and greater cytotoxic action
on lung cancer cells (ICso of 48.3+1.0 pg/mL). The anti-inflammatory assay only showed results in
isolated fungus extracts, being the only one that showed greater activity in aqueous extracts
(68.9% - 500 pg/mL). The fungus has great potential, but more tests are needed to confirm these

biological activities.

Keywords: fungus, Laurobasidium lauri, antioxidant activity, antibacterial activity, cytotoxic

activity, anti-inflammatory activity
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1. Introducao

Desde tempos ancestrais, que os seres humanos utilizam os vdrios recursos que a natureza
oferece para o tratamento de inlimeras patologias. Varias civilizacdes foram importantes na
utilizacdo de produtos naturais, como a civilizacdo egipcia (Papiro de Ebers), a civilizacdo chinesa
(Pen Tsao), a hindu (Charaka Samhita), a grega (Historia Plantarum e De Causis Plantarum) e a
romana (De Materia Medica) (da Cunha, 2017).

No século XIX, o primeiro composto, a morfina, é isolado por Friederich Sertiirner a partir do
opio. Contudo, apenas no fim do século é que comecou a existir um aumento do interesse acerca
da composicao quimica dos produtos naturais, interesse esse que levou ao desenvolvimento de
vdrias técnicas. Foi ja no século XX, que o estudo dos produtos naturais conduziu a descoberta de
indmeros compostos e estruturas quimicas, sendo possivel, a partir dai, a sua sintese em
laboratdrio. Isto provocou um ligeiro declinio dos estudos na drea da Fitoterapia, havendo
preferéncia pelos farmacos de origem sintética. Porém, na década de 80, a utilizacao de plantas
para fins medicinais voltou a ganhar destaque, registando-se, ja no século XXI, um aumento dos
estudos cientificos nesta drea (Macias et al., 2007; Miraldi & Baini, 2019).

Os produtos naturais continuam a ser utilizados, por parte da populacao mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde podem integrar os cuidados primarios de
saude, ou, em alguns casos, constituem o Unico método de tratamento. Em alguns paises
desenvolvidos, apesar de existir um sistema de sadde implementado, o uso deste tipo de terapias
advém de influéncias culturais ou como complemento/alternativa as terapéuticas convencionais.
As principais razoes apontadas para a utilizacao de terapéuticas nao convencionais em paises
desenvolvidos sao: a insatisfacao com o servico de satide do pais onde vivem; a faléncia/falta de
opcOes convencionais; a prevencao de doencas e a procura de estilos de vida mais saudaveis.
Muitos consumidores ainda assumem, erroneamente, que por se tratar de um produto natural, é
seguro e desprovido de efeitos adversos/toxicidade. Como tal, a Organizacao Mundial de Salide
(OMS) tem vindo a promover estudos que identifiquem as dificuldades em regulamentar o uso das
terapéuticas nao convencionais, no sentido de desenvolver estratégias, que tém como intuito a
sua utilizacao sequra (Miraldi & Baini, 2019; WHO, 2020) (Figura 1).

As plantas e cogumelos medicinais, devido a sua composicao rica em compostos fendlicos,
terpenos, polissacarideos, proteinas e vitaminas, possuem diversas atividades bioldgicas,
nomeadamente, atividade antioxidante, imunomodeladora (Kozarski et al., 2011) antimicrobiana,
antidiabética, anti-inflamatdria (Friedman, 2016; Jucd et al., 2020), desempenhando um papel

fundamental como principal meio para o desenvolvimento de novos farmacos.
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Figura 1. Principais dificuldades relatadas pelos Estados-Membros na regulamentacao de terapéuticas nao convencionais
{adaptado de World Health Organization. 2013)

0 avanco de varias tecnologias, sejam elas de sequenciacao do genoma ou da biologia
computacional, assim como a nao replicacao de moléculas através de uma rede de netwoking (por
exemplo, do Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)) também aceleraram o
processo de identificacao e previsao de varias moléculas com novos alvos terapéuticos (Quinn et
al, 2017).

Varios farmacos foram descobertos através do estudo de diferentes plantas e fungos, como é o
caso do acido acetilsalicilico, proveniente do salgueiro (Salix alba); da penicilina proveniente de um
fungo (Penicillium rubens); ou do paclitaxel, proveniente do teixo do pacifico (Taxus brevifolia).
Contudo, estima-se que das cerca de 350.000 espécies de plantas vasculares cientificamente
estudadas, apenas 7% tém o seu uso medicinal documentado. E das cerca de 2,2 — 3,8 milhdes de
espécies de fungos conhecidos, grande parte continua por explorar (Hawksworth & Liicking, 2017,
WCVP, 2020).

Uma dificuldade encontrada no estudo de plantas medicinais na descoberta de novos
farmacos, é a preservacao da espécie. Por exemplo, o paclitaxel, um farmaco citostatico utilizado
no tratamento do cancro da mama e dos ovarios foi, inicialmente, extraido de uma espécie de teixo,
o teixo do pacifico (Taxus brevifolia). Para tal, eram necessdrias quatro arvores para obter cerca de
2 g de composto ativo (Griffon-Etienne et al.,, 1999). Isto provocou o declinio da populagao de
varias espécies de teixo (Taxus spp). A descoberta de precursores do paclitaxel nas folhas e ramos
do teixo europeu (Taxus baccata) levou a que fosse possivel realizar a produgao semi-sintética
tanto do composto como dos seus analogos, o docetaxel e do cabazitaxel (Cragg & Pezzuto, 2016).

Os fungos, pelo contrdrio, causam pouco impacto nos ecossistemas, uma vez que,
normalmente, é apenas necessdria uma pequena porcao do micélio. Além da dificuldade
anteriormente descrita, a avaliacao da eficacia dos produtos naturais demonstrou ser outra

dificuldade a ultrapassar (Bernabeu et al., 2017; Howes et al, 2020). Em 2003, o surto de



Sindrome Respiratdrio Agudo Severo (SARS) na China foi tratado e contido com recurso ao uso de
plantas utilizadas na Medicina Tradicional Chinesa. Porém, como os ensaios clinicos que
comprovavam a eficacia destas plantas no tratamento da SARS apresentavam problemas
metodoldgicos, os seus dados carecem de mais estudos (Leung, 2007; Liu et al., 2004). Como tal,
as plantas e fungos medicinais devem ser devidamente estudados ao nivel da sua composicao
quimica, farmacoldgica e do seu perfil de seqguranca, mas também devem ser alvo de estudos
clinicos com o mesmo nivel de rigor e exigéncia que os fdrmacos de origem sintética (Howes et al.,

2020).

1.1. Papel do Stress Oxidativo e da Inflamacao

O stress oxidativo tem sido alvo de diversos estudos, pois constitui um fator determinante
para o aparecimento de doencas do sistema cardiovascular (Shokr et al., 2020; Singh et al., 2004),
sistema enddcrino (di Domenico et al., 2019; Newsholme et al., 2007) e sistema reprodutor (Zhang
et al,, 2021); doencas neurodegenerativas (Chaturvedi & Beal, 2013; Singh et al., 2019; Wang et al.,
2019) e cancro (Galigniana et al., 2020; Samavarchi Tehrani et al., 2019; Singh et al., 2004; Sosa et
al., 2013). O stress oxidativo surge quando ha um desequilibrio entre as espécies oxidantes e o
sistema de defesa antioxidante, em favor do primeiro, levando a uma rutura da sinalizacao e do
controlo do equilibrio redox e/ou a danos moleculares num sistema bioldgico. Niveis elevados de
espécies reativas de oxigénio (ROS) sao considerados nocivos (Akki et al., 2021; Hussain et al.,
2016; Singh et al., 2004).

Apesar de essencial em diversas funcdes do organismo, o oxigénio é também responsavel
pela formacao de radicais livres e espécies nao radicalares. Estes sao produzidos em condigoes
aerdbias, na membrana interna das mitocondrias, como parte do metabolismo normal e possuem
funcoes essenciais em diversas reacdes hioquimicas (como transducdo de sinais, expressao de
genes, ativacao de recetores, reconhecimento de patdgenos e garantir a viabilidade da célula,
proliferacao, migracao e diferenciacao) (Akki et al.,, 2021; Ali et al., 2020; Gulcin, 2020; Singh et al.,
2019). Alguns ROS, como o superdxido (0z¢"), em células como os macréfagos e os neutrdfilos sao
tteis no processo de fagocitose e consequente eliminacao de bactérias. A questao é que os ROS
nao sao seletivos, provocando danos nao s6 nas bactérias como nas células circundantes,
aumentando os processos inflamatdrios (Elsayed Azab et al., 2019). Contudo, fatores externos
como poluentes ambientais, tabaco, pesticidas, radiacdao e farmacos, podem exacerbar a producao
de ROS, o que leva a oxidacao de hiomoléculas (proteinas, ADN e lipidos), produzindo metabolitos
com efeitos citotéxicos e danos ao nivel do ADN gue se podem traduzir em mutagdes (Gulcin,
2020. Kamble & Gacche, 2019).



De uma maneira geral, todos os ROS sao formados a partir do Oz¢ (Figura 2). A dismutacao
do radical ocorre de forma espontanea e leva a formacao de perdxido de hidrogénio (Hz0>). Esta
reacao também pode ser catalizada pela enzima superdxido dismutase (SOD). O H.0; é
considerado um ROS nao radicalar de baixa reatividade. Contudo, niveis cronicamente elevados,
representam citotoxicidade devido aos vdrios danos causados a diversos componentes celulares.
Devido a sua semivida relativamente longa e a elevada permeabilidade as membranas celulares, o
H-0: consegue atingir células vizinhas. Por outro lado, o radical hidroxilo (*OH), formado sobretudo
a partir de reacoes entre O;*" e H.0,, é um forte oxidante, sendo considerado o ROS mais
prejudicial devido a sua elevada reatividade (Powers et al., 2020). Outra via de formacao de *OH é
através da presenca de metais de transicao, como o ferro (Fe) e o cobre (Cu). Na reacao de Fenton,
por exemplo, o H20; reage com o ido Fe**. 0 0z~ também é responsdvel pela reducao do Fe** em
Fe** que leva a formacdo de *OH. Estes metais estdo também envolvidos na inducdo da
peroxidacado lipidica (Angelova et al., 2021; Harris & DeNicola, 2020; Newsholme et al., 2016).

Além das ROS, existe tamhém a producao de espécies reativas de azoto (RNS). De notar que
a presenca de 6xido nitrico (NO) reage com o O~ em excesso, formando peroxinitrito (ONOO").
Este radical é um forte agente oxidante e que afeta, irreversivelmente, a estrutura e funcao das
proteinas celulares (stress nitrosativo) e promove a peroxidacao lipidica (e formacdo de
hidroperdxido (LOOH)), a formacao de aldeidos, o0 mau funcionamento da mitocéndria e provoca
stress no reticulo endoplasmatico. Isto leva a danos ao nivel do ADN provocando apoptose e morte

celular (Newsholme et al., 2016; Powers et al., 2020).
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Figura 2. Formacdo de radicais livres e a resposta antioxidante (Harris & DeNicola, 2020).



O stress oxidativo pode ativar uma variedade de fatores de transcricao, que levam a expressao
diferencial de alguns genes envolvidos nas vias inflamatdrias. A inflamacao ativada pelo stress
oxidativo é a causa de muitas doencas cronicas, além de estar intimamente relacionado com a
carcinogénese (Liguori et al., 2018; Ondua et al.,, 2019; Tasneem et al., 2019).

Os processos inflamatdrios podem ativar a transcricao de fatores que induzem a proliferacao e
apoptose celular e a carcinogénese, assim como estao associados ao aumento da angiogénese
cancerigena. Os ROS, por sua vez, podem produzir danos oxidando as bases nucleicas. A tentativa
de reparacao dos danos, pode levar a erros e resultar em mutagénese. Além disso, pode também
provocar alteragoes ao nivel das funcoes proteicas, no entanto, os seus efeitos estao relacionados
com o nivel de oxidacao. Baixos niveis sao normalmente reversiveis e promovem a sinalizacao
celular. Pelo contrario, altos niveis de oxidacao, podem levar a oxidacao do terminal e perda
completa da funcao da proteina. Contudo, a relacao dos ROS na carcinogénese nao € linear, pois
sao processos complexos e que estao condicionados a vdrios fatores, como a quantidade, a
duracado, localizacdo e contexto (Harris & DeNicola, 2020). A inflamacao pode também estar
associada a um trauma, predisposicao genética e a idade, que com o tempo pode provocar danos
nas células do organismo, libertando varios componentes da membrana que ativam o processo
inflamatdrio (George et al., 2014).

A peroxidacao lipidica pode ocorrer através de duas vias: a via nao especifica, onde estao
envolvidos os ROS e a via enzimdtica, através da cicloxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX). Os
acidos gordos polinsaturados (PUFAs) da membrana celular, como o acido araquiddnico, o dcido
linoleico e o acido decasohexaendico, sao os mais afetados (Angelova et al., 2021; Liguori et al.,
2018).

Os PUFAs sao mais suscetiveis a peroxidacao lipidica devido as suas ligacoes duplas entre
carbonos que possuem atomos de hidrogénio altamente reativas. A reacao inicia-se na presenca
do radical *OH, formando radicais lipidicos (Le) e radicais peroxil lipidico (LOO") e o LOOH, que
voltam a reagir com os PUFAs, perpetuando as reacdes de peroxidacao lipidica (Harris & DeNicola,
2020).

0 dcido araquiddnico é importante em varias vias metabdlicas, contudo, quando produzido em
excesso, pode ser metabolizado por dois sistemas enzimaticos, a COX e a LOX, e convertido em
substancias com potencial inflamatdrio, nomeadamente prostaglandinas e leucotrienos (Figura 3).
As prostaglandinas funcionam também como reguladores bioldgicos, ao contrario dos
leucotrienos, que possuem apenas natureza patogénica (George et al., 2014; Hadjipavlou-Litina et
al., 2007).

Nos dltimos anos, a investigacdao tem-se focado na via da LOX, uma vez que o controlo dessa

via tem um papel importante no alivio da dor articular. A COX-1 e a 5-LOX sao enzimas-chave



envolvidas na formacao de mediadores pré-inflamatdrios como os eicosandides, a partir do dcido
araquidénico (Macedo et al., 2021; Nguyen et al., 2020).

Nos ultimos anos, o uso de plantas para o tratamento das doencas inflamatdrias tem ganho
destaque (Bernstein et al., 2018; George et al., 2014). Devido ao risco cardiovascular e a toxicidade
associada a pele, alguns inibidores da COX-2 foram retirados do mercado (Greenberg et al., 2009).
Além disso, os inibidores da 5-LOX, de origem vegetal, parecem oferecer um alivio significativo e
auséncia de efeitos adversos, podendo vir a ser uma opcao terapéutica preferivel no futuro (Gilbert

et al, 2020; Langhansova et al., 2017; Sengupta et al., 2008).
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Figura 3. Duas vias metabdlicas do dcido araquiddnico que produzem inflamagao (adaptado de
Martel-Pelletier et al, 2003).

1.1.1. Agentes Antioxidantes

Os antioxidantes sao essenciais para contrariar os efeitos nocivos do stress oxidativo. Um
antioxidante é um composto que permite “prevenir, retardar, remover ou proteger uma dada
molécula, contra o dano oxidativo” (Costantini, 2019; Gulcin, 2020). Existem vdrios mecanismos
pelos quais os antioxidantes atuam: evitando a formacao de ROS ou eliminando-as; reparando ou
removendo os danos causados; desativando a cadeia oxidativa ou evitando a sua propagacao; e
agindo como quelantes de metais (Ali et al, 2020). Os antioxidantes classificam-se como
enzimaticos ou nao enzimaticos, podendo ser obtidos de forma enddgena e exégena (Costantini,
2019; Gulcin, 2020; Olszowy, 2019).

Os antioxidantes enzimdticos sao constituidos principalmente por trés grupos: o SOD cuja
principal funcao é, como descrito anteriormente, a captura do Oz¢" e conversao em Hz0; através de
uma reacao de dismutacao; a catalase, que decompde o Hz0;, reduzindo assim a sua acumulacao

nas células e protegendo-as de possiveis danos; e a glutationa peroxidase (GPx) que tem como



objetivo a reducao de LOOH e outros perdxidos organicos, possuindo especial afinidade para a
reducao do H:0.. Dentro deste Ultimo grupo, inclui-se a glutationa-S-transferase (GST), que tal
como a anterior, catalizam reacoes de decomposicao de perdxidos lipidicos estando associadas a
desintoxicacao de xenobidticos e a glutationa redutase (GR), que tem como principal objetivo a
manutencdo dos niveis celulares de glutationa (GSH), um antioxidante ndo enzimdtico que atua na
homeostase das células (Angelova et al., 2021; Azab et al., 2019; Harris & DeNicola, 2020).

Em relacao aos nao enzimaticos, incluem-se nesta classificagao antioxidantes como a vitamina
C dtil na neutralizacao de radicais livres (ex: *OH e 0z¢7), a vitamina E que desempenha um papel
fundamental na protecao das membranas celulares, interferindo nas reacoes que levam a
peroxidacao lipidica, os carotenoides, em particular o p-caroteno, que exerce a sua protecao
contra o oxigénio singleto ('02), o ubiquinol, que auxilia na regeneracdo da vitamina E, e os
compostos fendlicos, nomeadamente os polifendis, que estao presentes nas plantas, e possuem
um elevado poder antioxidante devido aos seus varios mecanismos de acao. Sugere-se que estes
antioxidantes naturais possam reforcar a acao dos antioxidantes enddgenos contra os ROS,
exercendo efeito protetor sobre varias patologias (Azab et al., 2019; Liguori et al., 2018; Mannucci

etal., 2021).

1.2. Estirpes bacterianas resistentes aos antibiéticos

A resisténcia a antibidticos, estd associada ao uso indiscriminado, a automedicacao e a
interrupcao da terapéutica, assim como a falha no desenvolvimento/descoberta de novas
moléculas com atividade antibacteriana (Aslam et al., 2018; Cappiello et al., 2020).

Entre os anos 40 e 60, considerada a Era de Ouro dos antibidticos, a descoberta de um grande
nimero antibiéticos revolucionou a histéria da medicina e salvou indmeras vidas. Instalou-se,
inclusive, a crenca de que as doencas infeciosas seriam facilmente erradicadas. Contudo, o
aparecimento de resisténcias aos antibidticos, que continuam a aumentar a um ritmo acelerado,
nao foi acompanhado pela descoberta de novas moléculas com atividade antimicrobiana,
apresentando até um decréscimo (Aslam et al., 2018; da Cunha et al., 2019; Gorlenko et al., 2020).

As resisténcias desenvolvidas pelas bactérias podem ser classificadas como naturais ou
adquiridas, consoante a sua exposicao ou nao a fatores externos. Outra classificacao €, se as
resisténcias ocorrem apenas ao nivel celular ou ao nivel comunitario. As principais resisténcias
desenvolvidas pelas bactérias, encontram-se destacadas na (Figura 4) e correspondem a
limitacao da absorcao do farmaco pela impermeabilizacao da membrana, recorrendo a diferentes
mecanismos consoante o tipo de bactérias (Gram (-) que utilizam lipopolissacarideos ou Gram (+)
gue aumentam a espessura da sua parede externa) e a alteracées no nimero de bombas de efluxo

que expulsam o farmaco do interior da célula. A existéncia de um grande nimero de bombas de



efluxo é caracteristica de infecdes de elevada resisténcia. Estes dois mecanismos sao
considerados resisténcias naturais que ocorrem a nivel celular. Outro tipo de resisténcia consiste
na modificacdo do alvo do antibidtico (por ex: da alteracao da proteina de ligacdo da penicilina nas
Gram (+)), e na inativacao do antibidtico, com recurso a enzimas que inativam os antibiéticos (a
mais conhecida € a hidrolisacao dos antibidticos p-lactamicos pela g-lactamase). Representam
resisténcias adquiridas que ocorrem a nivel celular. Por dltimo, a formacao de biofilme na
membrana externa, onde algumas comunidades bacterianas em situacées de stress segregam
uma matriz extracelular espessa e pegajosa constituida por ADN, fibras amiloides e
polissacarideos. A matriz, s6 por si pode agir como um escudo, dificultando a difusao do farmaco, e
pensa-se que o ADN presente, devido a sua carga negativa, poderd funcionar como agente
quelante de antibidticos cationicos. Por fim, estes aglomerados possuem bactérias em diferentes
fases de divisao celular, onde as que se encontram no nticleo, por se encontrarem em maior stress
(maior privacao de oxigénio e nutrientes) abrandam o seu metabolismo, entrando em estados de
dorméncia, tornando-as altamente resistentes. A formacao de biofilme é a um dos mecanismos
responsaveis por infecdes cronicas, nosocomiais e em implantes, e é uma resisténcia adquirida

que ocorre a nivel comunitdrio (Cappiello et al., 2020; Gorlenko et al., 2020; Penesyan et al., 2015).
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Figura 4. Esquema dos principais mecanismos de resisténcia desenvolvido pelas bactérias (adaptado de
Cappiello et al, 2020).

Vdrias organizacdes ja reconheceram que o aumento de estirpes bacterianas resistentes aos
antibidticos é um problema de satide publica que pode tomar propor¢des alarmantes devido ao
elevado custo, tanto econémico como humano. No entanto, e mesmo tendo sido definidas varias

diretrizes para resolver esta questao, as mesmas demonstraram ser insuficientes (Aslam et al.,



2018). Cerca de 20% das mortes a nivel mundial devem-se a doencas infeciosas, algumas
provocadas por infecoes nosocomiais sem terapéutica eficiente e estima-se que, apenas na
Europa, cerca de 700 mil casos de resisténcias a antibidticos levaram a morte de cerca de 33 mil
individuos por ano. Prevé-se que, até 2050, o nimero de mortes devido a bactérias resistentes
aos antibidticos podera atingir os 300 milhdes a nivel mundial, e que nessa altura, no Reino Unido,
o nimero de mortes ird rondar os 10 milhdes por ano (Aslam et al., 2018; da Cunha et al., 2019;
Review on Antimicrobial Resistance, 2014). Estudos indicam que o aumento do niimero de mortes
devido as resisténcias aos antibidticos ird provocar, até 2050, custos que rondam os 1,2 trilides de
ddlares em cuidados de saude e uma diminuicao de 3,8% do produto interno bruto, o que se traduz
numa diminuicdo de 6,1 trilides de ddlares (Bank, 2017). Estas projecdes poderao, contudo,
encontrar-se enviesadas devido a pandemia COVID-19. Alguns dados disponiveis indicam que
72% de doentes com COVID-19 foram tratados com antimicrobianos, apesar de apenas 8% estar
efetivamente infetado por bactérias ou fungos. A falta de tratamento eficaz contra o virus levou a
hipdtese de uso de antibiticos (como a azitromicina e a ceftriaxona) o que levou ao seu uso
indiscriminado (principalmente em paises cuja venda de farmacos nao é devidamente regulada).
Junte-se a isso o uso generalizado de desinfetante, que exerce uma pressao extra na selecao
natural de bactérias resistentes aos antibidticos (Ghosh et al., 2021; Ruiz, 2020). E por isso urgente
0 incentivo a pesquisa de novas moléculas, principalmente as que possuem atividade
antimicrobiana, onde os compostos de produtos naturais, como plantas e cogumelos, constituem a

principal fonte de recurso.

1.3. Arquipélago da Madeira: A floresta laurissilva e a sua biodiversidade
1.3.1. Afloresta de loureiros

A familia das Laurdceas contém cerca de 50 géneros de plantas e mais de 2000 espécies que
se distribuem por zonas tropicais e subtropicais (Alejo-Armijo et al., 2017; Arroyo-Garcia et al.,
2001; Paparella et al., 2022; Sevindik & Okan, 2020). O género Laurus, por sua vez, é o (inico
género nativo da Europa continental, marcando a sua presenca em paises com clima
mediterranico, como Itdlia, Grécia e na costa atlantica da Peninsula Ibérica e Franca (Barla et al.,
2007; Rodriguez-Sénchez & Arroyo, 2008). Também podemos encontrar espécies deste género
em alguns paises do Norte de Africa e nas ilhas da Macaronésia (zona que compreende os
arquipélagos da Madeira, Acores, Canarias e nas zonas montanhosas de Cabo Verde) (Rivera &
Obdn, 1995; Rodriguez-Sanchez et al., 2009). E possivel encontrar nestas ilhas uma floresta
denominada de Laurissilva onde, além do género Laurus, também se encontram outros géneros da
familia Lauraceae, nomeadamente os géneros Apollonia, Ocotea e Persea (Betzin et al., 2016;

Rodriguez-Sanchez et al,, 2009). Supde-se que esta vegetacdo represente um registo fdssil de



uma floresta subtropical que cobria a Europa no fim do periodo Tercidrio até a sua extingao no
periodo Quaternario (Alessi et al., 2018; Kondraskov et al., 2015; Paparella et al., 2022; Regalado &
Ritter, 2021).

As espécies do género Laurus sao caracterizadas por drvores com folhas aromadticas,
perenes, alongadas e brilhantes, com flores pequenas e o seu fruto é uma drupa carnuda de cor
preta/azulada quando madura (Chahal et al., 2016; Nadeem et al., 2018; Nurdjannah & Bermawie,
2012). Sao intolerantes a geada constante e preferem regides montanhosas, em altitudes que vao
dos 600 aos 1200 metros, com clima quente e himido, onde ocorre nevoeiro com muita
frequéncia (Arroyo-Garcia et al., 2001; da Cunha et al., 2009; Kondraskov et al., 2015).

Em Portugal estao descritas trés espécies de loureiros, derivadas de um antepassado
comum, que ocorrem em partes distintas do pais: o Laurus nobilis L., que ocorre em Portugal
continental, o Laurus azorica (Seub.) Franco, espécie presente no arquipélago dos Acores e o
Laurus novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J. C. Costa et C. Aguiar, que habita
as florestas no arquipélago da Madeira (Aboel-Atta, 2009; Arroyo-Garcia et al., 2001; Furtado et
al, 2014).

1.3.1.1 Laurus nobilis

Inicialmente descrita por Lineu como sendo uma planta nativa de Itdlia e Grécia, atualmente
encontra-se cultivada um pouco por todo o Mediterraneo (Figura 5). Distingue-se das outras
espécies principalmente pelas suas caracteristicas morfoldgicas. As suas folhas sao verde-
escuras e com formato eliptico-lanceoladas, o seu rebordo é ondulado e o tamanho varia entre 5 a
8 cm de comprimento e 3 a 4 cm de largura. As folhas jovens distinguem-se de outras espécies
por serem glabras e 0 seu aroma mais citrico, mais intenso (Arroyo-Garcia et al., 20071; Chahal et al.,
2016; Nadeem et al., 2018). Devido ao seu aroma caracteristico sao utilizadas como condimento
um pouco por todo o mundo (Anzano et al.,, 2022; Kocabas et al., 2021; Nadeem et al., 2018). O seu
6leo essencial pode ser extraido dos varios 6rgaos da planta, mantendo uma constituicao quimica
semelhante e variando apenas na quantidade dos compostos. As caracteristicas quimicas podem

ainda variar consoante a distribuicao geogrdfica (Bolari¢ et al., 2019).
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Figura 5. Imagem e distribuicdo em Portugal da espécie Laurus nobilis (Jardim Botéanico UTAD: L. nobilis
L.{2022). UTAD. https://jb.utad.pt/especie/Laurus_nobilis.)

As partes mais utilizadas sao as folhas e os frutos. O dleo essencial dos frutos é o que
apresenta maiores diferencas em termos qualitativos face aos restantes drgaos. Devido a sua
elevada quantidade de dcidos gordos, é utilizada na industria tanto na producao de sabao como em
formulacdes cosméticas para fins especificos (Anzano et al., 2022; Chahal et al., 2016; Nadeem et
al., 2018; Paparella et al., 2022). Além das suas aplicacdes na inddstria e na culindria, o L. nobilis é a
espécie mais estudada e com indmeros artigos que exploram o seu uso na medicina tradicional.
Julga-se que as atividades bioldgicas atribuidas ao L. nobilis sao transversais a todas as espécies
do género Laurus (Viveiros et al., 2022). O L. nobilis tem demonstrado atividade anti-inflamatdria,
analgésica (Lee et al., 2019), anticonvulsivante (Sayyah et al., 2003), assim como, atividade
antioxidante (Conforti et al., 2006) e propriedades antimicrobianas (Ozcan et al., 2010). As folhas
tém sido utilizadas para tratar dor reumatica, artrite, inflamacao da pele e asma (Lev & Amar,

2000; Loi et al., 2004). A tabela sequinte (Tabela 1) resumo algumas as principais atividades

estudadas até ao momento para a planta e extratos.
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Tabela 1. Aplicagdes terapéuticas e atividades bioldgicas do L. nobilis descritas na literatura.

Aplicactes Terapéuticas/ Atividades

Referéncias

Bioldgicas

Antibacteriana (Caputo et al., 2017; Chmit et al., 2014; Jamzad & Bidkorpeh, 2020:
Kocabas et al., 2021; Nafis et al., 2020; Ramos et al., 2012; Riabov et
al, 2020; Rizwana et al., 2019)

Antiftingica (Caputo et al., 2017; de Corato et al., 2010; Fernandez-Andrade et al.,
2016; Jamzad & Bidkorpeh, 2020; Nafis et al., 2020; Peixoto et al.,
2017; Rizwana et al., 2019)

Antiviral {Aurorietal., 2016)

Acaribicida {Alimi et al., 2021: Macchioni et al., 2005, 2006a})

Nematicida {Oka et al., 2000)

Antioxidante

{Basak & Candan, 2013; Brahmi et al., 2015; Brinza et al., 2021;
Conforti et al., 2006; Duleti¢-LausSevi¢ et al., 2019; Ouchikh et al.,
2011: Ramos et al., 2012)

Analgésica e Anti-inflamatdria

{Juergens etal,, 2003; Lee et al., 2019; Loi et al, 2005; Sayyah et al,,
2003}

Citotdxica

{(Al-Kalaldeh et al., 2010: EI-Sawi et al., 2009):

Diaforética

{Fakir etal., 2009)

Repelente e Inseticida

(Chahal et al., 2016; Jemaaetal., 2012)

Antiepilética e Anticonvulsivante

(Sayyah et al, 2002)

Efeitos sedativos

(Everest & Ozturk, 2005; Passalacqua et al., 2007; Sayyah et al,,
2003)

Antirreumadtica

(Ali-Shtayeh et al,, 2000; Fakir et al., 2009; Menale et al., 2016;
Passalacqua et al., 2007)

Disttirbios Gastrointestinais (anti-ulceroso,

sintomas dispépticos, diarreia e obstipacdo)

(Fakir etal., 2009; Loi et al., 2004, 2005; Maxia et al., 2008; Menale
etal., 2016; Passalacqua et al., 2007:; Vitalini et al., 2015)

Doencas renais

(Ali-Shtayeh et al., 2000)

Doencas das vias respiratdrias (tosse, gripe,

constipagdes, asma, atividade mucolitica)

{Fortini etal., 2016; Juergens et al., 2003; Loi et al., 2004; Menale et
al, 2016, 2022; Vitalini et al., 2015)

Doencas cardiovasculares

(Loi et al., 2004; Nadeem et al,, 2018: Vitalini et al., 2015)

Diabetes

{Broadhurst et al., 2000) (Duleti¢-Lausevié et al., 2019)

Enxaquecas

{(Mattalia et al., 2020; Menale et al., 2016)

Dismenorreia

(Fortini et al., 2016; Maxia et al., 2008: Menale et al., 2016;
Passalacqua et al., 2007)

Galactogogo

(Passalacqua et al., 2007)

Doenga neuroldgicas do sistema nervoso central

(Chen et al., 2014: Duleti¢-Lausevi¢ et al., 2019)

Cicatrizacao de feridas

(Stintar et al,, 2014)

Dermatite

(Ali-Shtayeh et al., 2000)
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1.3.1.2 Laurus azorica

O L. azorica é a espécie endémica do arquipélago dos Acores e ocorre em todas a ilhas.
Distingue-se do L. nobilis por possuir folhas suaves, pubescentes e suborbiculares e um aroma
citrico mais ligeiro (Aboel-Atta, 2009; Arroyo-Garcia et al., 2001). Tal como o L. nobilis é utilizado
na gastronomia regional. Na medicina tradicional esta descrito o seu uso como desinfetante e o

dleo essencial dos seus frutos é utilizado como cicatrizante de feridas (Viveiros et al.,, 2022).

1.3.1.3 Laurus novocanariensis

No arquipélago da Madeira, Canarias e em algumas zonas a sul de Marraquexe, varios autores
consideram a existéncia de uma outra espécie dentro do género, o L. novocanariensis Rivas Mart,,
Lousa, Fern.Prieto, E.Dias, J.C.Costa & C.Aquiar (considerada L. azorica até 2002) (Beierkuhnlein et
al., 2021; Ferrari et al., 2005; Rivas-Martinez et al., 2001; Rodilla et al., 2008). Tendo esta espécie
sido publicada, pela primeira vez em 2002, tem como sinénimo L. azorica var. longifolia (Kuntze)
G.Kunkel.

Esta nova classificacdo taxonémica deve-se sobretudo a diferencas encontradas a nivel
morfoldgico e molecular. Esta nova classificacao nao é aceite por toda a comunidade cientifica,
uma vez que, apesar das diferencas morfoldgicas, muitos consideram que em termos
fitogenéticos as espécies nao apresentam diferencas significativas que justifiquem uma nova
classificacao. Alguns sugerem até que as espécies insulares sao uma sub-espécie do L. nobilis
(Aboel-Atta, 2009; Alejo-Armijo et al., 2017; Arroyo-Garcia et al., 2001).

Os estudos demonstram que tanto o L. azorica como o L. novocanariensis derivam do L.
nobilis e apesar de existir uma maior relacao entre as duas espécies insulares do que com a
espécie continental, a sua evolucao foi independente, tendo os estudos demonstrado que o L.
novocanariensis teve uma evolucao mais recente, possuindo maiores similaridades com o L.
nobilis (Aboel-Atta, 2009). Neste trabalho vamos considerar a nova classificacao taxondmica
tendo em conta o nimero de artigos aqui referenciados que também a utilizam. Na figura seguinte
(Figura 6) é possivel visualizar as diferentes folhas das trés espécies de Laurus referidas

anteriormente.

13



M T

Figura 6. Diferengas entre as folhas das diferentes espécies do género Laurus em Portugal: L. nobilis (1), L. azorica (2) e L.
novocanariensis (3) (Flora-On: Flora de Portugal Interactiva. (2014). Sociedade Portuguesa de Botanica. www.flora-on.pt.

As folhas do L. novocanariensis sao verde-escuras e podem variar entre lanceoladas,
elipticas, oblongas, ovadas ou suborbiculares. As folhas jovens sao glabras na parte superior e
tomentosas na parte inferior (Costa et al., 2004). A parte da planta utilizada varia consoante a sua
utilizacao, desde as folhas e ramos, que sao utilizadas na culindria devido aos seus compostos
aromadticos, as suas bagas que, quando maduras, sao utilizadas para a producao do “azeite de
louro” cujo uso popular tem as mais variadas indicacoes (Rodilla et al., 2008). As utilizacdes
populares descritas sao similares ao L. nobilis. Externamente, é utilizado na cicatrizacao e
desinfecao de feridas e como antirreumatico (Luna-Herrera et al., 2007; Sequeira et al., 2006),
tendo sido demonstrada a sua atividade acaricida (Macchioni et al.,, 2005, 2006). Internamente, é
utilizado como depurativo sanguineo, hemostatico, nos disturbios do sistema respiratdrio e do
sistema digestivo (Luna-Herrera et al., 2007; Rodilla et al., 2008). Estudos de Tinoco et al., (2009)
demonstraram efeitos gastroprotetores contra lesoes gastricas provocadas pelo consumo de
dlcool, assim como a diminuicao da concentracgao de dlcool no sangue. Estd também referenciada a
sua utilizacao na prevencao de “males” (convulsdes) e tromboses, assim como o seu uso nos
primeiros estadios do cancro (Sequeira et al., 2006).

Tal como L. nobilis, pensa-se que a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos poderao ser
responsaveis por grande parte das atividades bioldgicas descritas (Ferrari et al., 2005; Paparella et
al, 2022: Viveiros et al., 2022).

1.3.2. Plantas utilizadas na medicina tradicional madeirense

0 arquipélago da Madeira é conhecido pela sua floresta e a sua riqueza de plantas vasculares
e bridfitas (Llorent-Martinez et al., 2017). Dados de 2008, indicavam a presenca de 1204 taxa
(Jardim et al., 2008) de plantas vasculares no arquipélago da Madeira e das Selvagens. Em 2021,
esse numero foi atualizado com a adicao de mais 72 taxa, atualizando o nimero anterior para
1276, sendo a sua maioria classificada como endémica do arquipélago da Madeira, endémica da

Macaronésia ou como nativa da regido (Jardim & de Sequeira, 2021).
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Até a sua descoberta, a ilha estava coberta pela floresta, contudo foi prontamente
desflorestada para dar inicio ao cultivo de cana-de-acucar, empurrando a mancha florestal para
altitudes entre os 300 e 1600 m de altitude (Claudino-Sales, 2019). A ilha da Madeira, ao contrdrio
do arquipélago das Candrias, que era previamente habitado, apenas foi colonizada no século XV. A
falta de conhecimento acerca das propriedades medicinais da flora endémica dailha levou a que sé
a partir desta altura esse saber empirico comecasse a ser adquirido (Rivera & Obdn, 1995). A
dificuldade de acesso a cuidados médicos até ao inicio do século XX levou a que os habitantes das
ilhas utilizassem estes recursos naturais a sua disposicao, nomeadamente as plantas e fungos
circundantes, um saber que era normalmente atribuido as curandeiras. Com o passar do tempo e
com a evolucao e modernizacao da sociedade na ilha, esta sabedoria corre o risco de perder-se
(Rivera & Ohdn, 1995). Atualmente, esse conhecimento pode ser encontrado entre a populacao
mais idosa, nas zonas mais rurais e isoladas (Freitas & Mateus, 2013; Sequeira et al., 2006). E por
isso importante a realizacao de estudos etnofarmacoldgicos que registem este saber popular,
facilitando a selecao de plantas para estudos e eventualmente a descoberta de novos farmacos
(Stintar, 2020). As recolhas de informacdes sobre o uso tradicional das plantas na ilha da Madeira
foram realizadas por Rivera & Obdn em 1995 e, posteriormente, realizadas em duas freguesias
isoladas da regiao, freguesia da Ilha, concelho de Santana (Sequeira et al., 2006) e frequesia da
Faja da Ovelha, concelho da Calheta (Freitas & Mateus, 2013). Estas duas Ultimas permitiram-nos
obter informac6es acerca das utilizacdes do fungo em estudo, seja ele isolado ou em associacoes
com outras plantas. E possivel também verificar que, consoante a zona geogréfica, as formulacdes
com outras plantas também diferem. Como tal, e tendo como referéncia o trabalho realizado por
Sequeira et al., (2006), selecionamos a associacao entre o L. lauri e a alfavaca (Parietaria judaica
L), a sempre noiva (Polygonum aviculare L)) e a canela-branca (Peperomia galioides Kunth),

utilizada tradicionalmente em mulheres em periodo p4s-parto.

1.3.2.1 Alfavaca (P. judaical.)

Considerada uma erva daninha, a alfavaca, ou alfavaca-de-cobra, alfavaca-da-parede como
é popularmente conhecida, é uma planta da familia Urticaceae, perene, pubescente (sem pelos
urticantes) e muito ramificada. As suas hastes sao avermelhadas, mais ou menos eretas, podendo
atingir até um metro de altura. O formato das suas folhas pode variar entre ovadas-acuminadas a
lanceoladas com pelos nos veios e na superficie inferior. Cresce espontaneamente em zonas
rochosas, como escarpas e na beira das estradas, assim como em areas negligenciadas, como

ruinas e muros de pedra (de Sousa et al., 2015; Jardim et al., 2008; Sequeira et al., 2006).
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Figura 7. Parietaria judaica (Alfavaca) (Imagens de Flora-On: Flora de Portugal Interativa. (2014). Sociedade
Portuguesa de Botanica. www.flora-on.pt)

A P. judaica é uma planta com elevado potencial alergénico, devido a sua alta producao de
pélen e responsavel por induzir doenca respiratdria alérgica (de Sousa et al., 2015). E por isso que a
maioria dos estudos que sdo realizados nesta espécie incidem nesta tematica (Abel-Fernandez et
al, 2012). Contudo, devido a existéncia de vdrios estudos etnofarmacoldgicos, é possivel
identificar as varias utilizacdes populares desta planta. Sabe-se, por exemplo, que a planta tem um
elevado TPC (Khaledi et al., 2018; Tato et al.,, 2013) o que poderd explicar o efeito analgésico e anti-
inflamatdrio que Ihe é atribuido (Ambriz-Pérez et al., 2016). De realcar que a alfavaca também é
utilizada com frequéncia em associacao com outras plantas (Attard & Pacioni, 2011; Cornara et al.,

2009; Fortini et al., 2016; Freitas & Mateus, 2013; Sequeira et al., 2006).

1.3.2.2 Sempre-noiva (P.avicularelL.)

Conhecida em Portugal por Sempre-noiva, a P. aviculare é uma herbacea anual, glabra e
muito ramificada, podendo a sua postura variar entre ereta a decumbente. E uma planta comum
em climas temperados, encontrando-se em Portugal no continente e no arquipélago da Madeira e
habita zonas de baixa altitude, em bermas de caminhos, sebes, terrenos de cultivo e areias
maritimas (da Cunha et al., 2009; Jardim et al., 2008; Sequeira et al., 2006). As suas folhas sao
lanceoladas, variando o seu tamanho conforme surgem nos ramos (mais pequenas) ou no caule

principal (maiores) (Jardim et al.,, 2008; Sequeira et al., 2006) (Figura 8).
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Figura 8. Polygonum aviculare (Sempre-noiva) (Imagens de: Freitas et al, 2013 (1) e Flora-On (2): Flora de Portugal
Interativa. (2014). Sociedade Portuguesa de Boténica. www.flora-on.pt).

Existem vdrios artigos acerca desta espécie, tanto etnofarmacoldgicos como estudos de
caracterizacao quimica e avaliacao das suas atividades bioldgicas. Destacam-se os estudos
acerca da sua atividade antioxidante (Gan et al., 2010; Hsu, 2006; Yang et al., 2015) e anti-
inflamatdria (Granica et al., 2013 Jeon et al., 2013 Park et al., 2018; Tunon et al., 1995).

1.3.2.3 Canela-branca (P. galioides Kunth)

Origindria da América Central e do Sul, a canela-branca ou Congona (Neto et al,
2002) Congona-blanca (Wilches et al., 2021) ou caneldn (Gradstein & Uribe, 2016) como é
designada nos paises onde ocorre de forma espontanea, é uma planta aromatica, glabra e de caule
reto. As suas folhas sao carnudas com formato oblongo-eliptico e obtusas (Sequeira et al., 2006).
Ao contrdrio das anteriores, a canela-branca nao ocorre de forma espontanea na ilha da Madeira,
sendo cultivada junto as habitacdes para fins medicinais (Freitas & Mateus, 2013; Sequeira et al.,
2006) (Figura 9).

Existem varios estudos acerca da caracterizacao quimica desta espécie e da identificacao
dos constituintes quimicos que Ihe conferem atividade bioldgica. Villegas et al., (2001) atribuiu o
efeito cicatrizante desta planta a presenca de (+)-epi-o-bisabolol. Por sua vez, Mahiou et al,,
(1995, 1996) identificou a hidropiperona, o acido grifdlico, a grifolina e a peperogalina como os
responsaveis pelo efeito antiparasitario. Em relacao ao efeito antibacteriano (de Feo et al., 2008;
Langfield et al. 2004; Neto et al., 2002) atribuido a espécie, Langfield et al., (2004) concluiu que os
compostos responsaveis eram o acido grifélico e a grifolina. A grifolina, por sua vez, tem
demonstrado potencial anticancerigeno (Bouyahya et al., 2022) o que poderd, possivelmente,

conferir esta atividade a P. galioides.
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Figura 9. Peperomia galioides (Canela-Branca) (Freitas et al, 2013 e Sequeira et al, 2006)

As principais aplicacoes populares e atividades bioldgicas da P. judaica, P. aviculare e P.

galioides estao descritas nas tabelas sequintes (Tabela 2,3 e 4).

Tabela 2. Usos tradicionais e atividades bioldgicas descritas na literatura para a P. judaica.

Espécie Usos Tradicionais/ Atividades Bioldgicas Referéncias
Antibacteriana {Abdallah & Omar, 2019; Khaledi et al.,
2018; Qadi et al,, 2020; Slaileh et al., 2013)
Antifiingica (Qadietal., 2020)
Analgésico e Anti-inflamatdrio (Menale et al., 2022b)
Inibigao lipase (Qadietal, 2020)
Inibigdo o-amilase (Qadietal., 2020)
Citotdxica e Antiproliferativa (Qadietal., 2020)
Disturbios geniturindrios: Dismenorreia; Calculos renais (Cornara et al, 2009; Fortini et al, 2016;
9 ‘ ’ ) Freitas & Mateus, 2013)
Uso veterlnalwrlozlAntlssetlco e anti-inflamatdrio no pds- (Bonet & Valls, 2007)
parto em animais (vacas)
(Calvo & Cavero, 2014, Cornara et al., 2009;
Diurético
Giachetti et al., 1986: Menale et al., 2022)
P. judaica (Calvo & Cavero, 2014, F. Freitas & Mateus,

Depurativo sanguineo

2013: Menale et al., 2022)

Hipertensdo arterial

(Sequeira et al., 2006)

Antirreumatico

(Cornara et al.,, 2009)

Disturbios Musculoesquelético: hematomas e entorses.

(Menale et al.,, 2022)

Disturbios Sistema Respiratdrio: tosse; catarro;

bronquite, faringite

(Fortini et al., 2016)

Disturbios Gastrointestinais: dores estdbmago e

intestino; prisao de ventre,; diarreia.

(Cornara et al,, 2009:; Freitas & Mateus,
2013; Sequeira et al., 2006)

Dores de cabeca

(Sequeira et al., 2006)

Sedativo

(Ozturk etal., 2017)

Feridas e picadas de insetos

(Cornara et al,, 2009:; Fortini et al., 2016)

Gengivites

(Cornaraetal., 2009)
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Tabela 3. Usos tradicionais e atividades bioldgicas descritas na literatura para a P. aviculare.

Espécie

Usos Tradicionais/ Atividades Bioldgicas

Referéncias

P. aviculare

Antibacteriano

(Salama & Marraiki, 2010)

Anti-helmintico

{Mathe & Reizenstein, 1985)

Anti-inflamatério

{Granica et al., 2013; Jeon et al,, 2013; Park et al.,
2018; Tunon et al., 1995)

Antioxidante

(Ganetal., 2010; Hsu, 200643, Yang et al., 2015)

Citotoxicidade (Apoptose celular)

{Habibi et al., 2011)

Distirbios Geniturinario

(da Cunha et al., 2009; Freitas & Mateus, 2013;
Sequeira et al, 2006)

Dor lombar pds-parto;

(Ligaa et al., 2005)

Sistema respiratério: inflamacao das vias
respiratdrias e catarro.

{(da Cunhaetal., 2009)

Consolidacao de fraturas

{(da Cunhaetal., 2009)

Diurético

{Choudhary et al., 2011; da Cunha et al,, 2008,
Mathe & Reizenstein, 1985: Yin et al., 2005)

Distdrbios do Sistema Cardiovascular:
Hipertensao arterial, diminuicao da placa

aterosclerdtica e diminuicao gordura corporal

(Park etal., 2014; Sung et al., 2013; Yin et al.,
2005)

Hemorroidas

da Cunha et al,, 2009; Mathe & Reizenstein,
1985)

{Choudhary et al., 2011; Seo et al., 2016; Tunon et

Feridas

al, 1995)
Inseticida {Mathe & Reizenstein, 1985; Yin et al., 2005)
Gengivite (Begné et al., 2001; da Cunha et al., 2009)

Tabela 4. Usos tradicionais e atividades bioldgicas descritas na literatura para a P. galioides.

Espécie

Usos Tradicionais/ Atividades Bioldgicas

Referéncias

P. galioides

Antibacteriano

(de Feo et al, 2008; Langfield et al., 2004; Neto
etal, 2002)

Anti-inflamatdrio: inflamacao auricular, papeira,

pos-parto (uso externo)

(de Feo,1992: Pefiaherrera et al., 2016; Wilches
etal,2021)

Antiparasitdrio

(Mahiou et al., 1995, 1996)

Sedativo e hipnético

(Wilches et al., 2021)

Disturbios Gastrointestinais: Ulceras gdstricas,
diarreia e ma disposicao

(Aponte et al,, 2009; dela Cruz et al., 2014;
Freitas & Mateus, 2013; Hammond et al., 1998:
Sequeira et al.,, 2006)

Disttirbios Geniturinarios: dismenorreia.

(Sequeira etal., 2006)

Cicatrizagao de feridas

(Villegas et al., 1997, 2001)

Dores de cabeca

(Freitas & Mateus, 2013)

“Susto™

(Teneetal., 2007)
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* Também designado por “Espanto” um sindrome que estd ligado a Cultura segundo a designacao do DMS-5. E utilizado pelos povos da
América Central e do Sul para descrever um conjunto de sintomas psicoldgicos (como ansiedade, dificuldades em dormir e falta de

motivacao) apds um evento traumatico. Este sindrome nao é reconhecido pela comunidade médica ocidental (Weller & Triana, 2014).

1.3.3. Laurobasidium lauri

Na floresta Laurissilva madeirense, a espécie predominante é o L. novocanariensis (Rodilla et
al., 2008). Esta espécie serve de hospedeira para o fungo parasita Laurobasidium lauri(Madre-de-
louro), tendo este sido tambhém encontrado nos Acores e na Peninsula Ibérica, em espécies de L.
azoricae L. nobilis. O fungo pertence a familia Exobasidiaceae e parasita exclusivamente arvores
com mais de 10 anos do género Laurus. Inicialmente forma tumefacdes no tronco que,
posteriormente, origina excrescéncias sob a forma de galhos ou hastes, que surgem na Primavera,

com tons esverdeados ou acastanhados (quando atingem a maturidade)(Arroyo-Garcia et al.,

Figura 10. Laurobasidium lauri (Madre-de-louro) (fonte: fotografias captadas pela autora).

1.3.3.1 Utilizacoes tradicionais

O L. lauri é um fungo utilizado na medicina popular madeirense, na forma de pd e como tintura
alcodlica, atuando como hemostdtico, hemagogo, ténico, anti-reumatismal e como inseticida
(Rivera & Ohdn, 1995). Como infusao é usado no tratamento de problemas do sistema circulatério
e da pele; e como macerado em 55% de dlcool é usado para alteracdes do sistema nervoso,
reumatismo e dores lombares, e, em particular, no tratamento de desordens uterinas (Freitas &
Mateus, 2013; Martin et al., 1988; Sequeira et al., 2006).

Estudos sobre os usos populares na freguesia da Ilha (concelho de Santana) mencionam a
ingestao de um pequeno cdlice, para dores de barriga e ma disposicao, de uma infusao em
aguardente preparada com este fungo, botdes de macela (ou camomila) e caninha (ou erva-
principe) (Cymbopogon citratus). Como referido no capitulo anterior, é também utilizado nas

mulheres, em periodo de pds-parto, um calice pequeno de uma infusao em aguardente com
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alfavaca (P. judaica), sempre-noiva (P. aviculare), canela-branca (P. galioides) e madre-de-louro

(Rivera & Obdn, 1995; Sequeira et al.,, 2006).

1.3.3.2 Composicao quimica

Alguns fungos sao altamente especializados em parasitar organismos vivos, porém, nem
todos produzem doenca. Alguns entram num periodo de laténcia durante todo o periodo de vida do
hospedeiro ou até as condicoes se alterarem (Sieber, 2007). Neste periodo, varias reacdoes de
simbiose ocorrem, tanto em favor do parasita como do hospedeiro (Kusari et al,, 2012). Nesse
sentido, a investigacao de novas espécies de cogumelos, principalmente aquelas que parasitam
plantas medicinais, abre portas a descoberta de novos compostos, com potencial terapéutico
(Dhayanithy et al., 2019; Kusari et al., 2012). Os cogumelos medicinais sao comparaveis as plantas
medicinais, pois 0s seus extratos podem ser utilizados para prevenir, aliviar ou, eventualmente,
curar doencas (Wasser, 2014).

Em relacao ao L. lauri existem poucos estudos acerca desta espécie, principalmente que
explorem as suas atividades bioldgicas, apesar da sua utilizacao popular na regiao como espécie
medicinal. Quanto a sua composicao, alguns estudos salientam a presenca de alcaldides,
nomeadamente a reticulina (Martin et al., 1988), de lactonas sesquiterpénicas, como a costunolida
e a dehidrocostus (Carvalho, 2010; Morais, 1987) e ainda catequinas, em particular as procianidinas

do tipo A (Serinaet al., 2016).

1.3.3.2.1 Reticulina

Muitas espécies da familia das Laurdceas apresentam na sua constituicao alcaldides, sendo
os alcaldides isoquinoleicos a classe com maior representacao (Barbosa-Filho et al.,, 2000; Teles
et al., 2019). A reticulina foi também identificada no L. nobilis (Pech & Bruneton, 1982).

A reticulina é um alcaldide benzilisoquinoleico (Figura 11), derivado da tirosina (Liscombe &
Facchini, 2008) e precursor da biossintese de varios alcaldides (Fossati et al., 2015), como a
morfina. Além da morfina, é também intermediario de outros alcaldides benzilisoquinoleicos nao
narcéticos que poderdo ter interesse no desenvolvimento de farmacos antiparasitarios (Camacho
et al,, 2002; Rasoanaivo et al., 1998; Tshibangu et al., 2003) e anticancerigenos (Chen et al., 2002,
Seifert et al., 1996).

A reticulina possui atividade anti-inflamatdria (de Alcantara et al., 2021; Yang et al., 2018);
atua como relaxante do musculo liso, interferindo nos canais de calcio (Ca®*) (Martin et al., 1993;
Martin et al,, 1988), efeito este ja confirmado por Medeiros et al., (2009); diminui a tensao arterial

(em modelos animais) (Dias et al., 2004); além de apresentar efeitos ao nivel do Sistema Nervoso
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Central (alteracdes nos habitos de sono e na coordenacao motora) (Morais et al., 1998) e potencial

efeitos nas células capilares, acelerando o crescimento do cabelo (Nakaoji et al., 1997).

Figura 11. Estrutura quimica da reticulina (Nakagawa et al, 2012)

1.3.3.2.2 Lactonas sesquiterpénicas

As lactonas sesquiterpénicas sao uma classe de metabolitos secundarios presentes em
muitas plantas e que possuem intimeras atividades bioldgicas (Barrios, 2018; Hohmann et al.,
2016). Sao compostos terpénicos caracterizados por terem 15 carbonos e um anel y-lactona com
um grupo o-metileno (Chen et al.,, 2014; Picman, 1986).

A costunolida e o dehidrocostus sao lactonas sesquiterpénicas encontradas numa variedade
de plantas, incluindo o L. nobilis (Conforti et al., 2006; Naveen et al., 2018), L. novocanariensis

(Ferrari et al,, 2005; Luna-Herrera et al., 2007) e L. Azorica (Viveiros et al., 2022).

Figura 12. Estrutura quimica da costunolida (1) e do dehidrocostus (2) (Li et al 2020).

A estas duas lactonas sesquiterpénicas sao atribuidas intiimeras atividades bioldgicas, tais
como: antioxidante (Eliza et al., 2010); anti-inflamatdria (Butturini et al., 2014; Choodej et al., 2018);
anti-ulcerosa (Matsuda et al., 2000: Yoshikawa et al.,, 2000): antibacteriana (Park et al,, 1997) e
que, segundo a investigacao de (Luna-Herrera et al., 2007), comprovou que as duas lactonas tém
acao sinérgica, tendo maior atividade antibacteriana juntas do que em separado; antiftingica
(Barrero et al, 2000; Wedge et al., 2000); anticancerigena (Okubo et al., 2021), induzindo a
apoptose em vdrias linhas celulares (Choi et al, 2002; Lee et al., 2021; Peng et al., 2017) e

possivelmente antialérgica (Seo et al., 2015). Além disso possuem propriedades antivirais e
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hepatoprotetoras (Chen et al., 1995) e de manutencao da estrutura dssea (Lee et al., 2019; Lee &
Choi, 2011). Outros estudos demonstraram que a presenca da costunolida e do dehidrocostus
previne 0 aumento da concentracao de alcool no sangue (Matsuda et al., 2000, 2002; Yoshikawa
et al, 2000). Chegou-se a conclusao de que a presenca de um anel o-metileno-y-butirolactona
(-MGBL) nestes compostos parece ser o responsavel pela inibicdo do esvaziamento do contetido
gdstrico, aumentando assim o tempo de exposicao do alcool a enzima dlcool desidrogenase e a
sua metabolizacdo, antes de atingir a corrente sanguinea (Matsuda et al., 2002). Tinoco et al.,
(2009) confirmou estes dados utilizando um extrato hexanico das folhas de L. novocanariensis
(rico em costunolida e dihidrocostus) verificando o efeito gastroprotetor contra lesdes provocadas

pelo dlcool.

1.4. Objetivos

Para o estabelecimento de objetivos no decurso desta dissertacao, teve-se em conta algumas
premissas, nomeadamente: a ocorréncia do L. lauri (Madre-de-louro) na ilha da Madeira, nao
esquecendo a sua origem e o impacto da mesma no meio onde nasce; 0 seu uso popular na regiao
de forma isolada ou em mistura com plantas medicinais; e a escassez de estudos que avaliem as
potenciais atividades bioldgicas do fungo e possivel relacao com a composicao.

Posto isto, o estudo tem como principal objetivo avaliar potenciais atividades bioldgicas do
fungo L. lauri(Madre-de-louro), proveniente da ilha da Madeira, de forma isolada e em mistura com
plantas medicinais. E como objetivos especificos:

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais (TPC) de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de L. lauri:

e Avaliar a atividade antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatdria e citotéxica de extratos
aquosos e hidroalcodlicos de L. lauri;

e Avaliar a atividade antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatdria e citotdxica de extratos
aquosos e hidroalcodlicos de L. lauri em mistura com plantas medicinais, popularmente
utilizadas com o fungo.

e Discutir os resultados encontrados nos diferentes ensaios com a literatura.
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2. Métodos
Trata-se de um trabalho experimental realizado nas instalacdes do Centro de Investigacao em

Satide e Ambiente (CISA), da Escola Superior de Satde, do Instituto Politécnico do Porto (ESS-IPP).

2.1. Reagentes

0 dimetilsulféxido (DMSO), o sulfato de ferro (Il), o carbonato de sédio anidro, e o reagente
Folin-Ciocalteu, foram obtidos da empresa VWR Chemicals (Portugal). 0 Mueller-Hinton broth, o
Mueller-Hinton agar, o Nutrient broth, e o agar bacterioldgico foram obtidos da Frilabo (Portugal).
A quercetina, o dcido gdlico, o dcido etilenodiaminotetracético (EDTA), o cloreto de sédio, o hidrato
de sal monosddico do &cido 5,6-difenil-3-(2-piridil)-1,2,4-triazina-4,4"-disulfdnico (ferrozina), o
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), a clindamicina, e a resazurina foram obtidos da Sigma-Aldrich
(EUA). O etanol e o meio de cultura RPMI 1640 foram adquiridos a Fisher Scientific (Franca). Por
sua vez, o kit Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay foi adquirido a Cayman Chemical Company
(USA). Os restantes compostos quimicos e solventes de grau analitico foram adquiridos a

fornecedores especializados.

2.2. Recolha e preparacao dos extratos

As espécies utilizadas no estudo, nomeadamente o fungo L. lauri e as plantas a utilizar em
mistura: a alfavaca (Parietaria judaica), a sempre-noiva (Polygonum aviculare) e a canela-branca
(Peperomia galioides) foram adquiridas secas, em loja tradicional no Mercado dos Lavradores, na
regiao da Madeira, devidamente identificadas (Anexos 1e 2).

0 fungo e as plantas secas foram reduzidos a p6 em moinho (da Taurus). No caso do fungo L.
lauri, este foi submetido a um processo extrativo, recorrendo a dois solventes - agua destilada e
etanol 55% (V/V). O procedimento utilizado para a obtencao do extrato etandlico encontra-se
descrito no estudo de (Hu et al., 2009) com ligeiras modificacdes. Resumidamente, a amostra foi
submetida a uma maceracao (razao amostra/solvente de 1:10), com etanol 55% (V/V), por 24h,
com agitacao em placa de aquecimento com agitacao (da VWR), a temperatura ambiente e ao
abrigo daluz.

Para a obtencao do extrato aquoso do fungo, foi sequido o procedimento descrito por
Guimaraes et al., (2011), com modificacdes. Para tal, realizou-se uma infusdo adicionando-se dgua
destilada a ferver a amostra (razao amostra/solvente de 1:10) e deixando repousar por 5 minutos.

Os procedimentos extrativos acima descritos para o fungo isolado foram efetuados também
para o fungo em mistura com plantas medicinais popularmente utilizadas (alfavaca, a sempre

noiva e a canela-branca). Tanto para o extrato aquoso como para o etandlico, pesou-se porcoes
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iguais de cada uma das plantas e do fungo e adicionou-se o solvente como descrito anteriormente
na razao amostra/solvente de 1:10.

Todas as solucdes extrativas obtidas foram filtradas (papel de filtro n® 1 Whatman),
concentradas em evaporador rotativo (VWR, IkaRV8) (no caso das soluces extrativas etandlicas)
e liofilizadas (LABCONCO FreeZone series) (solucdes extrativas aquosas e etandlicas). O pé

resultante foi armazenadoa-80 °C.

2.3. Ensaios relacionados com a atividade antioxidante
2.3.1. Determinacao do teor dos compostos fendlicos totais

0 ensaio de Folin-Coicalteu, por ser fdcil, rapido e barato, é a técnica mais utilizada para a
determinacao de TPC. O ensaio consiste numa reacao redox, em que, num meio alcalino, a
presenca de polifendis leva a reducao do reagente Folin-Coicalteu que forma um complexo azul.
Este complexo pode ser quantificado através de espectrofotometria (Blainski et al., 2013).

Para a determinacao do TPC, uma aliquota (1 mL) das solucdes extrativas foi misturada com
reagente Folin-Ciocalteu (5 mL, previamente diluido com &gua a 1:10, V/V) e carbonato de sddio
(75 g/L, 4 mL). Os tubos foram agitados durante 15 segundos e deixados em repouso durante 30
minutos, a 40°C para o desenvolvimento de cor. Apés o final da reacao, foi medida a absorvancia a
765 nm, em espectrofotémetro (Jenway 6300). Para o cdlculo da curva padrao foi usado o &cido
galico, com os resultados expressos em mg de equivalentes de dcido galico (GAE) por grama de

amostra (Guimaraes et al., 2011).

2.3.2. Ensaio do DPPH

0 ensaio do DPPH é um ensaio colorimétrico que consiste numa reacao antioxidante utilizando
um radical organico (DPPH:-). A neutralizacao do radical ocorre através da doacao de eletrdes por
parte do antioxidante, que provoca alteracdo da sua coloracao de purpura para amarelo-palido. A
reacao é medida a 517 nm, é frequentemente obtida sob a forma de ICso, que se define como a
concentracao de antioxidante necessdria para reduzir a concentracgao inicial de DPPH em 50%
(Foti, 2015; Munteanu & Apetrei, 2021).

0 ensaio do radical DPPH realizou-se conforme o descrito por (Lima et al., 2007). Para tal,
selecionaram-se diferentes concentracoes (1 ug/mL; 5 ug/mL; 10 pg/mL; 25 ug/mL; 50 ug/mL;
100 pg/mL; 250 ug/mL; 500 ug/mL; 1000 pg/mL) a testar para cada um dos extratos. A cada
uma das concentracoes foi adicionada a solucdo de DPPH (90 uM) numa microplaca de 96 pocos.
A reducao do radical DPPH foi avaliada em intervalos de 5 minutos até ao fim da reacao através da
leitura da absorvancia a 515 nm, em leitor de microplacas (Dynex Technologies MRX Il Microplate

Reader). A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada usando a equacao: % RSA =
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[(ADPPH - AS)/ADPPH] x 100, em que AS é a absorvancia da solucao na presenca de extrato
numa determinada concentracdo; e ADPPH é a absorvancia da solucdo de DPPH (controlo). A
concentracao de extrato correspondente a 50% da atividade captadora de radicais (ICso) foi

igualmente calculada.

2.3.3. Determinacao da capacidade quelante do ferro (Fe?*)

A capacidade quelante do Fe* (também designado de ensaio da ferrozina) é um ensaio
colorimétrico simples e baseia-se na reacdo entre a ferrozina com o idao F2°* que forma um
complexo de cor violeta. Quando formacao do complexo € interrompida na presenca de agentes
guelantes, a cor do complexo diminui (Perron & Brumaghim, 2009)

0 ensaio da quelacao do Fe?* foi realizado de acordo com o descrito por (Russo et al., 2005). De
forma sucinta, a 50 pl de cada uma das concentracgdes, entre 1 ug/mL a 1000 pg/mL) dos extratos
a testar, em microplacas de 96 pocos, foram adicionados 50 uL de sulfato ferroso (0,12 mM) e 50
ul de ferrozina (0,6 mM). Como controlo positivo utilizou-se o EDTA. Apds agitacao manual da
placa, esta foi deixada a temperatura ambiente e protegida da luz, por 10 minutos. A absorvancia
foi lida a 562 nm, num leitor de microplacas (Dynex Technologies MRX Il Microplate Reader). A
percentagem de atividade quelante do ferro foi calculada através da sequinte equacao: ICA (%) =
100 x [(Ab.-Abs)/Ab ], em que Ab, é a absorvancia do controlo e Abs é a absorvancia das amostras.
A concentracao de extrato correspondente a 50% da quelacao do ferro (ICso) foi igualmente

calculada.

2.4.Ensaio de inibicao dalipoxigenase (5-LOX)

Este ensaio baseia-se na detecdao dos LOOH que sao produzidos numa reacdao de
lipoxigenacao, utilizando uma lipoxigenase purificada. E titil na detecao de lipoxigenases e quando
se pretende avaliar a capacidade de um composto inibir a enzima 5-lipoxigenase (5-lipoxygenase
assay kit (catalog no. KA1329, Version 10) — Abnova).

Para o ensaio, 0s extratos a analisar foram testados usando um kit (LOX inhibitor screening
assay) seguindo o protocolo recomendado (5-lipoxygenase assay kit (catalog no. KA1329, Version
10) — Abnova). O ensaio de inibicdo da LOX mede a quantidade de hidroperdxidos produzidos
durante a incubacdo da enzima 5-LOX com o substrato (dcido araquiddnico). O d&cido
nordihidroguaiarético (NGDA) foi usado como controlo positivo. Brevemente, selecionou-se as
concentracdes a testar (105 pg/mL - 10500 pg/mL) para cada um dos extratos. Retirou-se um
volume de 10 pL de cada extrato a analisar que foi pré-incubado com 90 pL da enzima 5-LOX
numa microplaca de 96 pocos. A reacdo iniciou-se com a adicao de 10 pL de dcido araquiddnico e

posterior agitacao por 5 minutos. De sequida, 100 pL do cromogénio do kit foi adicionado para
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parar a reacao enzimatica e observar o desenvolvimento de cor. A placa foi agitada por mais 5
minutos e lida a uma absorvancia a 490 nm, num leitor de microplacas (Dynex Technologies MRX

[l Microplate Reader).

2.5. Testes de suscetibilidade antibacteriana
2.5.1. Estirpes bacterianas e condicoes de cultura

Foram utilizadas duas bactérias para os ensaios, uma Gram-negativa, a Escherichia coli(DSM
1576) e uma Gram-positiva (Staphylococcus aureus) (DSM 346). Sequindo as normas do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), as bactérias, conservadas em
glicerol a -80°C, foram descongeladas e, com o auxilio de uma zaragatoa, transferidas para um
tubo de ensaio contendo meio Mueller-Hinton uBroth (5 mL). A incubacdo foi feita a 37 "C durante
20h. Apds crescimento bacteriano, procedeu-se a inoculacao das bactérias em meio Nutrient Agar

(NA), através da técnica do riscado, sendo novamente incubadas a 37°C por mais 20h.

2.5.2. Determinacao da atividade antibacteriana

Preparou-se a suspensao das bactérias, previamente inoculadas em meio Nutrient Agar, em
Mueller-Hinton Broth com o auxilio de uma zaragatoa estéril. Apds agitacdao da suspensao
procedeu-se a leitura da sua absorvancia (625 nm), até se obter uma absorvancia aproximada a

0,8 - 0,13 - correspondendo visualmente a turbidez padrao de 0,5 McFarland (EUCAST, 2021a).

2.5.3. Ensaio de difusao em disco

Este ensaio consiste em avaliar a sensibilidade de compostos com potencial atividade
antibacteriana, e foi realizado conforme descrito por (Klan¢nik et al., 2010) e EUCAST, (2021), com
ligeiras modificacdes. As bactérias, foram inoculadas a partir da suspensao bacteriana em placas
de petri contendo meio Mueller—Hinton Agar e os discos brancos estéreis aplicados na placa, e
impregnados com diferentes concentracoes dos extratos: 1 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL. O
controlo positivo foi feito com discos impregnados com ciprofloxacina 5 pg/disco. Como controlo
negativo foram utilizados os solventes em estudo (dgua destilada e etanol 55% (V/V)). A
incubacao das placas foi feita a 37 "C por 24h até crescimento bacteriano. Os resultados foram

determinados medindo o diametro do halo de inibicao.
2.5.4. Ensaio da microdiluicao

Para determinar a concentracao minima inibitéria (MIC), utilizou-se com algumas modificacdes,

0 ensaio da microdiluicao descrito por (King et al. 2008). Neste ensaio, as concentracdes testadas
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variaram entre 0,0390625 mg/mL e 1,25 mg/mL. Numa microplaca de 96 pocos, e partindo de
uma concentracao inicial de extrato, realizou-se uma serie de diluicdes sucessivas (1:2).

Foi preparada uma suspensao bacteriana em MHB, ajustada a escala de Farland (108 CFU/mL),
que foi posteriormente diluida (1:1000) de modo a se obter densidade de inoculacao de 5 x 10°
CFU/mL. Esta solucao foi adicionada aos pocos. Além do descrito, foi realizado um controlo (com
200 pL de meio MHB) e um controlo de crescimento bacteriano (com 200 uL de suspensao
bacteriana). A clindamicina, com concentragdes entre 0,25 mg/mL — 0,0078 mg/mL, foi utilizada
como controlo positivo. A placa foi incubada a 37 °C entre 16 a 24h. Apds este periodo avaliou-se a
MIC nos pocos em que nao se verificou crescimento visivel (turbidez). Para confirmar este
resultado, inoculou-se uma placa NA mergulhando uma zaragatoa no poco onde se verificou o MIC,
de modo a confirmar a auséncia de crescimento (EUCAST, 2021h). O MIC corresponde a menor
concentracao do extrato da planta que inibiu o crescimento bacteriano a 100%. O ensaio da

resazurina foi utilizado para confirmar os resultados.

2.5.5. Ensaio daresazurina

0 ensaio da resazurina é uma técnica colorimétrica que permite-nos avaliar a atividade
metabdlica bacteriana. A resazurina, de cor azul, na presenca de bactérias metabolicamente ativas
é metabolizada em resorufina, de cor rosa fluorescente. Este ensaio pode ser utilizado como
complemento na determinacao do valor do MIC com maior precisao (Elshikh et al., 2016).

A resazurina foi preparada a 0,015%, filtrada (com filtro de 0,22 um) e armazenada a 4°C por
um maximo de duas semanas apos a preparacao. Para o ensaio, o indculo foi preparado tendo em
concordancia com as recomendacdes da CSLI em que o valor OD600 foi ajustado para o
equivalente a 108 CFU/ml. As suspensdes bacterianas foram depois diluidas em meio liquido MHB
(1:100). De seqguida, 50 pul da suspensao ajustada foi adicionada a placa de 96 pocos, contendo os
extratos e aos controlos, resultando em aproximadamente 5 x 10° CFU/ml. As concentracdes
testadas dos extratos variaram entre 0,25 mg/mL - 0,0078 mg/mL. Apds a incubacdo da placa
por 24h a 37°C, a resazurina (0,015%) foi adicionada aos pocos (30 pl por poco), e novamente
incubada por 2-4h para observacao da cor formada. Apds o tempo completo de incubacao, os
pocos sem alteracao de cor (a cor azul da resazurina mantém-se inalterada) foram pontuados

como acima do valor de MIC (Elshikh et al., 2016)

2.6. Ensaio de citotoxicidade
2.6.1. Linhas celulares e condicoes de cultura
Para os ensaios utilizou-se uma linhagem celular de cancro do pulmao (A549) obtida da

American Type Culture Collection (ATCC). As células foram mantidas em frascos de cultura de 25
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cm?, meio RPMI 1640 com mistura de antibiético-antimicético (1%) e soro bovino fetal (10%), em
incubadora com atmosfera humidificada (5% C0./95% ar) e 37°C. A subcultura foi feita apés as

células atingirem os 80% de confluéncia.

2.6.2. Ensaiodo MTT

0 efeito dos extratos de fungo (isolado e em mistura) na viabilidade celular de células A549
foi avaliado pelo ensaio colorimétrico de MTT (Mosmann, 1983). Este ensaio € utilizado quando se
pretende avaliar a proliferacao/viabilidade celular, citotoxidade de um composto ou a atividade
metabdlica das células. Baseia-se na reducao do reagente MTT por células metabolicamente
ativas em formazano, um composto azulado e insoltvel (Ghasemi et al., 2021).

Resumidamente, as células foram incubadas em placas de 96 pocos com uma densidade de
0,6 x 10° de células por poco, 48h antes da incubacdao com os extratos. As células foram depois
tratadas com diferentes concentracoes dos extratos (entre 5 ug/ml e 1000 ug/ml), em meio RPMI
por 24 e 48h. Apds o periodo de incubacao, a solucao de MTT (0,5 mg/ml) foi adicionada a cada
poco por 1h. Apds esse tempo, o meio foi removido e os cristais de formazano formados, foram
dissolvidos numa solucdo de DMSO:etanol a 50:50 (V/V). O nimero de células viaveis foi
estimado pela capacidade de as células reduzirem o MTT, e absorvancia determinada a 570 nm,
usando um leito de microplacas. Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular
através da férmula: (Absorvancia da amostra — Absorvancia do branco) / (Absorvancia do Controlo
— Absorvancia do Branco) x 100. Como branco utilizou-se a solucao de DMSO/etanol absoluto.
Calculou-se a concentracdo de extrato capaz de diminuir em 50% o ndmero de células vidveis

(ICs0), utilizando o programa GraphPad Prism®.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao de pelo menos trés ensaios
independentes. Os dados foram analisados e comparados através do teste one way ANOVA,
seguido do teste de multipla comparacao de Dunnett, usando o programa estatistico GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). As diferencas com valores de p < 0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.
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3. Resultados
3.1. Avaliacao do potencial antioxidante

A atividade antioxidante de extratos aquosos e etandlicos do fungo L. lauriisolado e L. lauri
em mistura com plantas medicinais de uso tradicional na Madeira foi avaliada através de métodos
bastante comuns, como o ensaio do radical DPPH- e o ensaio da ferrozina. A tabela seguinte
resume os valores em ICso, para os ensaios de DPPH e ferrozina (Tabela 5). Observou-se que,
tanto para o ensaio do DPPH, como para o ensaio da ferrozina a atividade antioxidante foi
dependente da concentracao (dados nao apresentados).

Tabela 5. Atividade in vitro dos extratos aquosos e etandlicos do fungo isolado e em mistura com plantas medicinais,
assim como dos respetives controlos positivos (quercetina e EDTA).

Ensaio do Radical DPPH- (ICso, ug/mL) Ensaio da Ferrozina (ICso, pg/mL})
Etandlico 55% Etandlico 55%
Extratos Aquoso Quercetina Aquoso EDTA
(V/v) (V/V)
L. lauri isolado 698552 189+2.2° 4448+155°2 46071492
18+02°¢ 12+0,0¢
L. lauri mistura 2443 +21° 1005+9,8" 347,7+10,8° 163,7+3.1"

Os valores de 1Cso (ng/mL) foram expressos como a média + desvio padrao de trés ensaios independentes (n = 3). Comparacoes
miltiplas foram feitas entre extratos agquosos e etandlicos para L. /auri isolado e em mistura, e o controlo positivo. Diferengas

significativas (p =< 0.05) estdo representadas por letras diferentes.

Analisando os dados, e relativamente ao ensaio do radical DPPH -, os melhores valores foram
observados para o fungo isolado, tanto no extrato aquoso (ICso = 69,8 + 5,5 pg/mL), como para o
extrato etandlico 55% (V/V) (ICso = 18,9 + 2,2 ug/mL). No caso do ensaio da ferrozina, os melhores
valores de atividade antioxidante foram encontrados para o fungo em mistura com plantas
medicinais de uso tradicional, em particular para o extrato etandlico (ICso = 163,7 + 3,1 ug/mL).
Porém, para qualquer um dos casos mencionados, os valores de |Cso dos controlos positivos foram
sempre menores (ICsp=1,8 + 0,2 ug/mL para a quercetinae ICso = 1,2+ 0,0 ug/mL para o EDTA).

No que diz respeito aos valores encontrados para o TPC (Tabela 6) os maiores teores foram
observados para os extratos de L. lauriisolado (268,0 + 17,3 mg GAE/g e 139,4 + 26,2 mg GAE/q
para o extrato etandlico 55% (V/V) e aquoso, respetivamente). No caso do extrato de L. lauri
isolado observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre o aquoso e o etandlico (p <
0,05). 0 maior TPC correspondeu ao extratos com melhor atividade antioxidante observada no

ensaio do radical DPPH - (extrato L. lauriisolado e etandlico).
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Tabela 6. Teor de compostos fendlicos totais nos extratos aquoso e etandlico 55% (V,/V) do L. lauri isolado e L. lauri em
mistura.

Teor de compostos fendlicos totais (mg GAE/g)

Extratos ,

Extrato Aquoso Extrato Etandlico 55% (V/V)
L. lauri isolado 139,4+26.2° 268,0+£173"
L. lauri em mistura 813+39°2 879+6,1°

GAE: equivalentes de dcido gdlico. Os resultados sdo expressos em mg de equivalentes de dcido galico (GAE) por grama de extrato seco,
e os valores sao a média + desvio padrao de 3 ensaios independentes (n = 3). As comparagdes entre 0s exgtratos aquosos e etandlicos
55% (V/V) de fungo isolado e em mistura foram feitas, e as diferencas significativas (p s 0.05) estao representadas com letras

diferentes.

3.2. Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

A tabela seguinte (Tabelas 7, 8, 9 e 10) resume os efeitos dos diferentes extratos com L. lauri
na inibicao da LOX-5. Pelos resultados das tabelas é possivel observar que apenas os extratos
com o fungo L. lauriisolado demonstraram inibicao da LOX, dependente das trés concentracoes
estudadas (5 pg/mL, 50 pg/mL e 500 pg/mL). No caso dos extratos com L. lauri isolado, o
extrato aquoso demonstrou a maior percentagem de inibicdo, na concentragao de 500 pg/mL
(68,9%). Para a mesma concentracao, o extrato etandlico 55% (V/V) de L. lauri isolado obteve

uma percentagem de inibicao da LOX de 58,2%.

Tabela 7. Efeito do extrato aquoso de L. lauri isolado na inibicdo da LOX.

% Inibicao Controlo % Inibicao L. lauri (aquoso isolado)

Recetor/Enzima Fonte Substrato 50 500
Controlo % Inibicge  5pg/mL
ug/mL ng/mL

Lipoxigenase 3
Acido NGDA
5-LOX recombinante 100% 0 291 689
araquidénico (100 uM)
humana

Tabela 8. Efeito do extrato aquoso de L. lauri em mistura na inibicao da LOX.

% Inibicao Controlo % Inibicao L. lauri (aguoso mistura)

Recetor/Enzima Fonte Substrato 50 500
Controlo % Inibicde  5pg/mL
Hg/mL Hg/mL

Lipoxigenase ;
Acido NGDA
5-LOX recombinante 100% 0 0 0
araquidénico (100 uM)
humana
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Tabela 9. Efeito do extrato etandlico de L. lauriisolado na inibigdo da LOX.

% Inibicao Controlo % Inibicao L. lauri (etandlico isolado)

Recetor/Enzima Fonte Substrato 50 500
Controlo % Inibicao  5pg/mL
ug/mL ug/mL

Lipoxigenase ;
Acido NGDA
5-LOX recombinante 100% 14,3 31,6 58,2
araquidénico (100 uM)
humana

Tabela 10. Efeito do extrato etandlico de L. lauri em mistura na inibicao da LOX.

% Inibigao Controlo % Inibicdo L. lauri (etandlico mistura)

Recetor/Enzima Fonte Substrato 50 500
Controlo % Inibicao  5pg/mL
ug/mL ug/mL

Lipoxigenase ,
Acido NGDA
5-LOX recombinante 100% 0 0 0
araquidénico (100 uM)
humana

3.3. Avaliacao da atividade antibacteriana

A determinacao da potencial atividade antibacteriana dos extratos do L. /auriisolado e do L.
lauri em mistura foi realizada em duas estirpes bacterianas, o Staphylococcus aureus e a
Escherichia coli. De acordo com os dados obtidos para os extratos aquosos, nenhuma
concentracao testada inibiu o crescimento da E. colie S. aureus, a excecao do controlo (35,33 +

1,03; 23,00 + 1,58, respetivamente) (Tabela 11).

Tabela 11. Didmetro da zona de inibicdo (mm = DP; n=3) do extrato aquoso de L. lauri e de L. lauri em mistura nas
concentracdes de Tmg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL e da Ciprofioxacina 5 ug/disco, em placas inoculadas comE. colie S.
aureus.

Extratos Aquosos (mm + DP)

E. coli{29-37 mm) S. aureus (21-27 mm)
Extrato L. lauri Extrato L. lauri+ Mistura Extrato L. lauri Extrato L. lauri+ Mistura
1mg/mL - - - -
5 mg/mL - - - _
10 mg/mL - - - -
Ciprofloxacina 35310 23016

Em relacao aos extratos etandlicos, estes demonstraram alguma atividade antibacteriana
apenas para o S. aureus, quando comparado com o controlo (24,0 + 1,0). 0 S. aureus apresentou

maior suscetibilidade ao fungo isolado, apresentando um halo de inibicao de 16,3 + 2,5 para a
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concentracao de 10 mg/mL. Ja o extrato etandlico do fungo em mistura tambhém apresentou
atividade para a concentracao 10 mg/mL (12,0 + 1,7) (Tabela 12).

Tendo em conta os resultados anteriores, apenas se realizou o ensaio da microdiluicao no S.
aureus, tendo em conta que foi a espécie bacteriana mais promissora para a acao dos extratos
(Tabela 13). Assim, para os extratos aquosos, obtivemos um MIC de 5,0 mg/mL tanto para o fungo
isolado como em mistura. Para os extratos etandlicos 55% (V/V), o valor do MIC foi de 7,8125 x 10
2mg/mL para o fungo isolado e para o fungo em mistura, o valor de MIC foi de 15625 x 10"
mg/mL. Note-se, que a clindamicina exibiu um valor de MIC de 15625 x 10> mg/mL, mostrando-

se assim mais eficaz do que os extratos em estudo.

Tabela 12. Didmetro da zona de inibicdo (mm + DP: n=3) do extrato etandlico de L. lauri e de L. lauri em mistura nas
concentragoes de Tmg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL e da Ciprofloxacina 5 ug/disco, em placas inoculadas com E. colie S.
aureus.

Extratos Etandlicos 55% (mm + DP)

E. coli(29-37 mm) S. aureus (21-27 mm)

L. lauri L. lauri+ Mistura L. lauri L. lauri+ Mistura
1mg/mL - - - -
5mg/mL - - - _

10 mg/mL - - 16,3+25 12,017
Ciprofloxacina 5u/disco 36,7+15 24,0+10

Tabela 13. Determinacdo da concentracdo minima inibitdria (MIC) (mg/mL) dos extrato aquoso e etandlico 55% (V./V) de
L. lauriisolado e de L. lauri em mistura sobre 0 S. aureus.

MIC (mg /mL) - S. aureus

Extratos
Extrato Aquoso Extrato Etandlico 55% (V/V) Clindamicina
L. lauri isolado 50 7,8125x102
1,5625x 103
L. lauri mistura 50 1,5625x 10"

3.4. Avaliacao da citotoxicidade

De modo a avaliar a atividade citotdxica dos extratos (fungo isolado e em mistura), recorreu-se
ao ensaio do MTT, de forma a observar os efeitos dos extratos no crescimento das células
cancerigenas de pulmao (A549). As figuras seguintes (Figura 13,14, 15 e 16) representam o efeito
dos extratos de L. lauri na viabilidade celular (em %) face ao controlo, as 24h e as 48h. As
concentragdes estudadas variaram de 5 pg/mL a 1000 pug/mL e em todos os casos foi possivel
observar que tanto as 24h como as 48h, a viabilidade celular foi sempre dependente da

concentracao (diminuido a medida que a concentracdo aumenta). No caso do extrato aquoso de L.
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lauriisolado, a % de viabilidade celular as 24h esteve sempre acima dos 75%, no entanto as 48h,
na concentracao de 1000 ug/mL observou-se uma % de viabilidade celular abaixo de 50% (Figura

13). Para este extrato, as 48h, o valor de ICso foi de 846 + 3,5 pug/mL.

S ~
: g
g 1207 Z 120+
o T 24h 8 48h
2 1004 : T S 100 gl e e
3 /o= T * *% ©
— Q
£ 804 = S 80
3\0, § T R gk dkkk dkkk
5 60 e = L T
S § Fokkk
3 404 8 404 ]
3 3
g 20+ g 20
o a
g 0- T T T T T T 1 g 0= T T T T T T 1
Qo 35 N < ) \} \) \} ) o ) Q N) ) QO N} ) )
& PP PSS & RN CUP - R
S <&
Concentragdo (ug/ml) Concentragéo (ug/ml)

Figura 13. Citotoxicidade de diferentes concentragdes do extrato aquoso de L. lauri isolado em células cancerigenas de
pulmdo (A549). Os dados representam a média + desvio padrao de pelo menos trés ensaios independentes, e as
diferencas significativas em relacdo ao controlo foram estabelecidas para *p < 0,05, *p < 0,01, p < 0,00071"*"*.

Para o extrato aquoso de L. lauriem mistura, a % de viabilidade celular as 24h esteve sempre
acima dos 75%, enquanto as 48h esteve sempre acima dos 70%, denotando que este extrato nao

terd atividade citotdxica nas células estudadas (Figura 14).
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Figura 14. Citotoxicidade de diferentes concentracoes do extrato aquoso de L. lauri em mistura em células cancerigenas
de pulmdo (A549). Os dados representam a média + desvio padrde de pelo menos trés ensaios independentes, e as
diferencas significativas em relacao ao controlo foram estabelecidas para *p < 0,05, **p < 0,01, *’p < 0,001.

Observando as figuras relativas aos extratos etandlicos verificou-se uma maior
citotoxicidade para as concentracoes estudadas. Para o extrato etandlico de L. /auri isolado,
observou-se percentagens de viabilidade celular inferiores a 50%, nas concentracoes iguais e
inferiores a 250 pg/mL (as 24h) e iguais e inferiores a 100 pg/mL (as 48h) (Figura 15). As 48h o
valor de ICso foide 72,1+ 4,3 pg/mL.
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Figura 15- Citotoxicidade de diferentes concentragées do extrato etandlico de L. lauriisolado em células cancerigenas de
pulmdo (A549). Os dados representam a média + desvio padrdo de pelo menos trés ensaios independentes, e as
diferencas significativas em relacao ao controlo foram estabelecidas para *p < 0,05, p < 0,0007**".

O extrato etandlico de L. lauri em mistura, foi 0 que apresentou uma maior citotoxicidade

(Figura 16), apresentando um valor de ICso de 48,3 +1,0 ug/mL, as 48h.
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Figura 16. Citotoxicidade de diferentes concentracoes do extrato etandlico de L. lauri em mistura em células
cancerigenas de pulmdo (A549). Os dados representam a média + desvio padrdo de pelo menos trés ensaios
independentes, e as diferencas significativas em relagdo ao controlo foram estabelecidas para *p < 0,05, *p < 0,01, p <

0,0007**,
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4. Discussao

Os fungos que parasitam plantas sao importantes fontes de substancias bioativas, podendo ser
alvos para a pesquisa de novos compostos com atividades farmacoldgicas de interesse, como
antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatdria ou anticancerigena (Mani et al., 2015; Wu et al.

2018). Vdrios metabolitos secundarios tém sido identificados em fungos que parasitam plantas,
como os compostos fendlicos, alcaldides, terpenos, esterdides e compostos aromaticos (Rocha et
al,, 2020).

Como jd referido anteriormente, o fungo L. /auri (também conhecido na ilha da Madeira como
Madre-de-Louro) tem sido utilizado popularmente nailha, sob a forna de infusao, no tratamento de
problemas circulatdrios e de pele. Para além da infusao também se utiliza o fungo macerado em
55% de etanol para alteracoes do sistema nervoso, dor reumatica e lombar, e especialmente no

tratamento de problemas do trato urindrio (Martin et al., 1989).

4.1. Atividade antioxidante dos extratos de L. lauri

Os radicais livres sao conhecidos como indutores do dano oxidativo no organismo, podendo
estar na origem de vdrios problemas como o cancro, cataratas, problemas cardiacos, diabetes
mellitus, artrite e envelhecimento. Sabe-se que tanto as plantas como os seus fungos podem ser
importantes fontes de moléculas com atividade antioxidante (Huang et al., 2007).

Sao muitos os ensaios existentes que medem diretamente a transferéncia de dtomos de
hidrogénio ou a transferéncia de eletrdes dos antioxidantes para os radicais livres. No trabalho
utilizou-se o ensaio colorimétrico do radical DPPH - onde temos uma reacao antioxidante com um
radical organico; e o ensaio da ferrozina (ou quelacao do ferro) (Munteanu & Apetrei, 2021).

0 ensaio do Folin-Ciocalteu é um método utilizado para determinacao do contetido total de
compostos fendlicos, em particular para quantificar polifendis em extratos provenientes de
plantas (Blainski et al., 2013).

Neste estudo, é possivel verificar que os extratos de L. lauri isolado sao 0s mais ricos em
compostos fendlicos, com teores de 268,0 + 17,3 mg GAE/g extrato e 139,4 + 26,2 mg GAE/g de
extrato, para o extrato etandlico e aquoso respetivamente. No seu estudo, Carvalho (2010)
também obteve os maiores teores compostos fendlicos 259,649 mg GAE/g para o extrato
metandlico de L. lauri. Comparando com outras espécies de cogumelos que também habitam em
troncos de arvores, podemos observar que estas também apresentam compostos fendlicos,
porém, em quantidades muito varidveis.

Macdkovd et al, (2010) investigou a atividade bioldgica de varios extratos etandlicos de

cogumelos. O TPC observado variou entre 23,4 e 264 mg GAE/g extrato. De todos os cogumelos
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estudados, destaca-se o Fomitopsis pinicola, um cogumelo decompositor de troncos de arvores,
com um TPC de 264 + 0,7 mg GAE/g extrato. J& Ezzudin et al. (2019) verificou a atividade
antioxidante de extratos aquosos e metandlicos de espécies de cogumelos. As espécies que
obtiveram teores de compostos fendlicos mais altos foram o maitake (Grifola frondosa) (0,12944 +
1,06 mg GAE/g extrato e 0,40028 + 11,35 mg GAE/g extrato, para 0 aquoso e metandlico,
respetivamente) e o kukur (Schizophyllum commune) (0,21135 + 11,89 mg GAE/g extrato), para o
extrato aquoso. Os compostos fendlicos possuem indmeras atividades bioldgicas além da
atividade antioxidante que Ihe é habitualmente conferida (Dai & Mumper, 2010). Tanto a F. pinicola,
a S. commune e, principalmente, a G. frondosa sao conhecidas pelas suas vdrias atividades
biolégicas (Chandrawanshi et al., 2017; Dresch et al., 2015; Wu et al., 2021).

Relativamente aos extratos do L. lauriem mistura, estes apresentaram os valores mais baixos
de compostos fendlicos. Contrariamente aos extratos do fungo isolado, o extrato etandlico nestes
extratos obteve resultados mais elevados que o aquoso. Fazendo uma analise as plantas
utilizadas, nao foi possivel, até a data, encontrar artigos que incidissem no teor dos compostos
fendlicos nem no potencial antioxidante da P. galioides. Ja para as restantes plantas, extratos
hidroalcodlicos de P. judaica obtiveram teores de 0,6785 mg GAE/g (Khaledi et al., 2018)
enquanto o extrato etandlico e aquoso de P. aviculare na investigacao de Cai et al., (2020)
apresentou teores de 18,5 + 0,66 mg GAE/g e 4,82 + 0,22 mg GAE/g respetivamente. Hsu, (2006)
no entanto, obteve teores de 677,4 + 62,7 mg GAE/g do extrato etandlico de P. aviculare. Devido a
escassez de estudos que comparem extratos aquosos e etandlicos nestas plantas, a excepcao da
P. aviculare, pode-se apenas colocar a hipétese de que os compostos fendlicos das plantas em
mistura sao mais soltveis em etanol do que em agua, indo de encontro ao observado por Cowan,
(1999). As quantidades de compostos fendlicos numa planta/fungo podem variar devido a
inimeros fatores, tais como as condicdes de cultivo e crescimento, a maturidade da planta/fungo,
assim como o processamento e armazenamento (Naczk & Shahidi, 2006). Estes (ltimos fatores
sao especialmente importantes no trabalho, uma vez que o fungo L. /auri foi comprado ja seco e
embalado.

Em relacao ao ensaio do DPPH, o extrato etandlico L. lauriisolado foi o que demonstrou maior
acao radicalar, ICso = 18,9 + 2,2 pg/mL, seguido do extrato aquoso ICso = 69,8 + 55 ug/mL. Os
mesmos artigos verificaram que F. pinicola obteve os melhores resultados em neutralizar o radical
DPPH, ICso = 0,09 mg/mL. No caso do S. commune e G. frondosa, apesar de apresentarem nos
estudos elevados teores de compostos fendlicos, no ensaio de DPPH demonstraram
percentagens de inibicao do radical muito baixas (38,01 + 0,43 % e 13,39 + 1,96 % para o extrato

aquoso, respetivamente; e 1509 + 134 % e 2516 + 233% para o extrato metandlico,
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respetivamente). Os valores de inibicao do radical DPPHe da P. aviculare encontrados por Hsu,
(2006) foram de ICso =50 pug/mL.

Neste trabalho obtivemos valores de TPC mais baixos, comparativamente com os obtidos por
Hsu, (2006). Essa podera ser uma razao para a baixa atividade antioxidante do extrato etandlico
de L. lauriem mistura (ICso=100,5 + 9,8 ug/mL).

Outros compostos que poderao fazer parte da composicao do L. lauri e que tém acao
antioxidante sao as lactonas sesquiterpénicas, nomeadamente a costunolida (Eliza et al., 2010).
Por essa razao, é normal obtermos melhores resultados em extratos do fungo isolado, uma vez
que foi utilizada uma quantidade maior nos procedimentos de extracao.

Por dltimo, no ensaio da ferrozina, os melhores resultados foram obtidos com o extrato
etandlico de L. lauri em mistura (ICso = 163, 5 + 3,1 ug/mL). Estes resultados nao estao de acordo
com o ensaio do DPPH nem com o TPC. Estas observacdes realcam a importancia de incluir
diferentes ensaios de scavenging de radicais livres, durante a avaliacao do potencial antioxidante
de produtos naturais (Wong et al., 2014).

Outra questao poderad ter a ver com mecanismos de sobrevivéncia de algumas plantas que, na
falta de determinados nutrientes e minerais no substrato, evoluiram ao desenvolver estratégias
que lhes permitissem sobreviver em ambientes menos favordveis. Na presenca de solos pobres
em ferro, algumas plantas podem desenvolver dois tipos de estratégias: a exploracao do solo,
causando modificacdes nas suas raizes e a mobilizacao de formas de ferro nao disponiveis e
ocorre através de reacoes de reducao, acidificacdao e quelacao. Sequndo a literatura, a P. judaica
produz compostos fendlicos com capacidade de quelar o ferro, principalmente em ambientes com
défice deste ido (Tato et al., 2013). Deste modo podemos inferir que a presenca da P. judaica,
poderd ser a responsavel por este resultado, uma vez que os extratos que apresentaram menor

capacidade de quelar o ferro referem-se ao fungo isolado.

4.2. Atividade anti-inflamatdria dos extratos de L. lauri

Vdrios estudos tém sugerido que algumas espécies de cogumelos podem exibir potencial anti-
inflamatdrio baseado na sua capacidade para reduzir a producao de mediadores da inflamacao
(Azab et al., 2019; Taofig et al., 2015).

A reacao inflamatdria, tipicamente caracterizada por vermelhidao, inchaco, calor e dor é um dos
mais importantes mecanismos de defesa contra agentes patogénicos invasores. Porém, uma
inflamacao persistente pode resultar em dano dos tecidos e possivel faléncia de 6rgaos vitais
(George et al,, 2014). Ap6s um certo tempo, a inflamacao associada ao trauma, predisposicao
genética, stress ou idade pode causar danos as células, e libertar varios componentes das

membranas que vao ativar o processo inflamatdrio. Os fosfolipidos libertados da membrana
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podem ser convertidos em dcido araquiddnico pela enzima fosfolipase 2. O dcido araquiddnico é
benéfico quando produzido de forma moderada; porém em casos de inflamagao severa é
produzido em excesso, sendo convertido pelas vias da COX e LOX em substancias inflamatdrias
potentes como as prostaglandinas e os leucotrienos, respetivamente (Oestvang & Johansen,
2006).

Os leucotrienos tém um importante papel no processo inflamatdrio. Estes compostos sao
sintetizados pela via da LOX com a ajuda da enzima 5-LOX. O presente estudo demonstrou que
apenas os extratos de L. lauriisolado (aguoso e etandlico) parecem inibir a enzima. Uma explicacao
para estes resultados pode estar relacionada pela presenca do maior TPC nestes extratos
(relativamente aos extratos em mistura). Sabe-se que compostos fendlicos, como os flavondides
podem interromper a geracao oxidativa de acido araquidonico a partir dos fosfolipidos, e desta
forma, reduzir a producao de metabolitos inflamatdrios resultantes do seu metabolismo, reduzir o
dano oxidativo e reduzir a inducao de vias inflamatdrias, face a elevada atividade destes
compostos (Messina et al., 2009). De acordo com um estudo de (Kim et al., 2008) observou-se
que uma grande variedade de flavondides parece modular as atividades das enzimas que
metabolizam o acido araquiddnico, como a COX e a 5-LOX.

As catequinas pertencem ao grupo dos flavondides também conhecidos como flavan-3-6is
(ou flavandis) e estdo naturalmente presentes no chd verde, vinho tinto, morangos, uvas e
péssegos. No entanto, podem também ser encontradas em fungos, como é o caso do L. lauri. As
principais atividades associadas as catequinas parecem ser a atividade quimiopreventiva,
antioxidante e anti-inflamatéria (Musial et al., 2020). Sabe-se ainda que algumas catequinas (ex:
procianidinas B: e a catequina) tém um efeito inibitério sinérgico superior ao efeito inibitdrio
decorrente do uso individual da acrilamida. A acrilamida é um agente carcinogénico e tdxico que
causa dano oxidativo e inflamacao sistémica (Zhao et al., 2019).

Outros compostos que poderao estar presentes no L. lauri, face a estudos de caracterizacao
ja efetuados por outros autores, sao a costunolida e o dehidrocostus, que sao lactonas
sesquiterpénicas encontradas em produtos naturais, como plantas e fungos, e que apresentam um
largo espectro de acao, incluindo efeitos anticancerigenos e anti-inflamatdrios (Hsu et al., 2009;
Wang et al., 2016). Estes compostos sao capazes de inibir o 6xido nitrico sintase e a ativacao da
NF-kB (Coricello et al., 2020; Matsuda et al., 2000; Wiart, 2006). A investigacao de Matsuda et al.,
(2000) também verificou a importancia da presenca da fracao «-MGBL na acao anti-inflamatdria
desta moléculas. Alguns estudos tém demonstrado que esta fracao é responsavel pela inducao da
enzima heme-oxigenase-1 (HO-1) assim como a atividade da Nrf-2 (Pae et al., 2007). A HO-1

apresentou reducao de varios processos inflamatdrios como a migracao e adesao de leucdcitos
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(Freitas et al., 2006; Vicente et al., 2003) e a producao de citocinas pré-inflamatdrias (Lee et al.,
2003).

A reticulina, presente no L. lauri segundo outros autores, também apresenta atividade anti-
inflamatdria, estando envolvida da inibicao do edema, sugerindo a inibicao da via de sintese da
COX; e migracao de neutrdfilos, sugerindo a inibicao da LOX (de Alcantara et al., 2021). Yang et al.,
(2018) também demonstrou que este alcaldide podera estar envolvido com as vias de sinalizacao
da NF-kB.

Relativamente a acao anti-inflamatdria dos extratos testados através da inibicao da LOX,
podemos verificar que apenas os extratos de L. lauriisolados € que apresentaram atividade e esta
foi dependente da concentracao (maior atividade anti-inflamatdria verificada para a concentracao
mais alta). A maior percentagem de inibicdo foi encontrada no extrato aquoso (68,9% - 500
ug/mL), enquanto o extrato etandlico apenas apresentou 58,2% de inibicao para a mesma
concentracdo. O trabalho realizado por Hoobler et al., (2013) em extratos etandlicos do fungo
Geastrum fimbriatum, utilizando o mesmo método, obteve percentagem de inibicao de 12,92%
(para a concentracao de 100 pg/mL). A percentagem do solvente nao foi especificada, contudo
pode ter influenciado o seu resultado, uma vez que estudos em espécies do género Geastrum
apresentaram acao anti-inflamatdria promissora.

Uma vez que os extratos etandlicos sao mais eficientes na extracao de compostos fendlicos
e de lactonas sesquiterpénicas, seria de esperar que estes apresentassem a maior percentagem
de inibicao. Contudo, tal ndo se verifica e existem alguns fatores que podem ter interferido com os
resultados. O etanol pode reduzir a atividade da enzima inibidora do ensaio, o que podera ter
influenciado o resultado obtido (5-lipoxygenase assay kit (catalog no. KA1329, Version 10) —
Abnova). De salientar que, apesar do extrato etandlico nao ter apresentado a percentagem de
inibicao mais alta, foi o Unico extrato que apresentou atividade em todas as concentracdes. Além
disso, o extrato aquoso também apresentou um valor relativamente alto de TPC que poderao ser
responsaveis pela atividade anti-inflamatdria registada. Por dltimo, esta atividade podera estar
relacionada com a presenca do alcaldide reticulina, que pode interferir com a vias de sintese da
lipoxigenase.

Estes resultados sugerem que a atividade anti-inflamatdria parece estar relacionada com a
presenca do L. lauri uma vez que nao se verificou nenhuma atividade dos extratos em mistura.
Mais uma vez, a baixa concentracao de fungo ou alguma interacao entre compostos na mistura,

poderd ter afetado a detecao da atividade anti-inflamatdria.
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4.3. Atividade antibacteriana dos extratos de L. lauri

Os compostos antibacterianos podem atuar em diferentes alvos na bactéria, incluindo na
parede celular, membrana plasmatica, sintese proteica e metabolismo de acidos nucleicos. Entre
estes compostos, é de realcar os compostos fendlicos que exibem uma grande diversidade
estrutural, como a presenca de grupos hidroxilo e grupos substituintes, que conferem atividade
antibacteriana, permitindo uma eficdcia seletiva contra bactérias resistentes a diferentes
antibidticos (Martelli & Giacomini, 2018).

As lactonas sesquiterpénicas por sua vez, também sao extensamente estudadas pela sua
atividade antibacteriana. Inicialmente, Kalsi et al., (1977) estabeleceu uma correlacao entre a
presenca do anel «-MGBL e a atividade antibacteriana. Estudos de outros autores demonstraram
que esta atividade nao era devida apenas a presenca do anel, mas também a configuracdes e
arranjos espaciais das moléculas (Macias et al., 1999) e as suas caracteristicas lipofilicas (Cantrell
et al,, 1998). Segundo Morais, (1987), as lactonas sesquiterpénicas, nomeadamente a costunolida e
a dehidrocostus, sao os principais constituintes ativos do L. /auri. Estes compostos também foram
identificados no fungo na dissertacao de Carvalho, (2010). Vdrios estudos demonstraram a
atividade antibacteriana destas duas lactonas sesquiterpénicas (Deyno et al., 2021; Lee et al.,
2014; Park et al, 1997; Sun et al, 2003). Luna-Herrera et al,, (2007) também verificou que
amostras das lactonas isoladas apresentavam menos atividade do que amostras que continham
as duas lactonas na sua composicao. Por fim, Serina et al, (2016) também identificaram
proantocianidinas do tipo A no L. lauri que sao compostos conhecidos por possuirem atividade
antibacteriana (Mayer et al., 2008).

Neste trabalho, os extratos foram testados através do ensaio de difusao em disco. Nenhuma
das amostras demonstrou inibicao do crescimento da E. coli o que é congruente com os estudos
em lactonas sesquiterpénicas (compostos que, segundo a literatura, existem no L. laur) que
demonstram uma maior atividade para inibicao do crescimento de bactérias Gram (+) do que Gram
(-) (Deyno et al.,, 2021; Sun et al., 2003). As baterias Gram (-), como a E. coli, sdo menos suscetiveis
do que bactérias Gram (+) devido a presenca de uma estrutura da sua parede celular que possui a
capacidade de reduzir a permeabilidade da sua parede externa a determinados compostos
(Martinez et al., 2001).

No estudo efetuado e no ensaio da microdiluicdo com S. aureus, verificaram-se melhores
valores de MIC para o extrato etandlico de L. lauri isolado. No casos das plantas utilizadas em
mistura, os estudos existentes referem essencialmente a sua acdo (de forma isolada) e em
bactérias Gram (-). Porém, os métodos extrativos e partes utilizadas das plantas utilizadas nos

estudo também diferem.
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Por exemplo, estudos desenvolvidos por Abdallah & Omar, (2019) indicaram que extratos
etandlicos de P. judaica apresentaram inibicao em estirpes de E. coli multirresistentes (MIC = 6,25
mg/mL). Contudo, o0 método de extracao difere do utilizado neste estudo, uma vez que a
quantidade de planta utilizada foi superior e o processo de maceracao, com etanol a 70% em vez
de 55%, e durou uma semana com agitacoes programadas. O tempo de contato com o solvente, a
percentagem do mesmo e a quantidade de material vegetal disponivel podem influenciar a
extracao dos compostos e poderao explicar a auséncia de resultados positivos. Por sua vez,
também a P. aviculare apresentou atividade antibacteriana em Gram (-) na investigacao levada a
cabo por Salama & Marraiki, (2010), mas os métodos de extracao também foram diferentes, tendo
os autores utilizado uma razao amostra/solvente diferente. A percentagem do solvente nao foi
especificada. Além disso, os autores verificaram diferencas na atividade antibacteriana consoante
0 drgao da planta utilizado, sendo a atividade superior nos extratos provenientes das hastes do
que nos extratos provenientes das folhas. A planta que se utilizou na mistura com L. lauri nao
especificava a parte presente, aparentando ter hastes e folhas. Por tltimo, a P. galioides, (planta
utilizada na mistura de L. lauri) também demonstrou atividade antibacteriana (Neto et al., 2002),
porém os métodos extrativos utilizados no estudo também foram diferentes dos nossos.

Outra questao que poderd influenciar os resultados estd relacionada com a altura em que o
material vegetal/fungo é colhido. Por exemplo, estudos realizados por Ramos & Moreira, (2019)
acerca da composicao do 6leo essencial da P. galioides concluiram que existe uma variacao
sazonal da sua composicao, obtendo extratos mais ricos em monoterpenos no verao e extratos
mais ricos em sesquiterpenos nas restantes estacoes. A maturidade do érgao da planta utilizado
também poderad influenciar a sua composicao, como demonstrado por (Rodilla et al., 2008) que
verificou que o 6leo essencial dos frutos de L. novocanariensis apresentavam diferencas na
quantidade de monoterpenos dependendo se eram utilizados maduros ou nao. Esta questao
poderd ter influéncia no trabalho pois nao se sabe em que fase de maturagao o L. laurifoi colhido.

Os extratos aquosos nao demonstraram atividade antibacteriana, apesar de um dos extratos
apresentar TPC relativamente alto. Esta questao poderd ser explicada pela natureza dos
metabolitos com esta atividade bioldgica, que poderao ser mais soltiveis em etanol do que em
agua, como é o caso das lactonas sesquiterpénicas (Bras et al., 2020) e de alguns polifendis
(Sineiro et al., 2008), nomeadamente alguns flavondides (Liu et al., 2022). De acordo com um
estudo de Cowan (1999) a utilizacdo de solventes como o etanol e a acetona sdo altamente
eficientes na extracdao de compostos fendlicos. Num outro estudo, Mehmood et al., (2018)
observaram que os compostos com maior atividade antimicrobiana foram extraidos com etanol e
metanol. O maior potencial antimicrobiano do extratos metandlicos estd associado a sua elevada

polaridade, permitindo a extracao dos compostos fendlicos (Mehmood et al., 2018). Entre os

42



diversos mecanismos de acao dos flavondides destacam-se a sua capacidade de inibicao da
producao da sintese de acidos nucleicos, a capacidade de inibicao da funcao da membrana
citoplasmatica e a inibicao do metabolismo energético (Cushnie & Lamb, 2005).

Além disso, a polaridade de compostos vegetais podem influenciar a extensao da difusao —
compostos menos polares difundem mais lentamente no meio de cultura, o que torna este método
menos adequado quando estamos a fazer screening da atividade (Mann & Markham, 1998;
Moreno et al., 2006).

O S. aureus demonstrou suscetibilidade aos extratos etandlicos nas concentracoes de 5
mg/mL e de 10 mg/mL para o fungo isolado (4,3 e 16, 3 mm respetivamente) e para o fungo em
mistura na concentracao de 10 mg/mL (12 mm). Estes resultados estao de acordo com os estudos
acima mencionados que também demonstraram maior susceptibilidade em estirpes de S. Aureus
(Abdallah & Omar, 2019; Deyno et al., 2021; Neto et al., 2002; Salama & Marraiki, 2010; Sun et al.,
2003).

Apds a avaliacao da atividade antibacteriana procedemos a determinacao do MIC dos extratos
com o ensaio da microdiluicao apenas para o S. aureus. O unico estudo que incide sobre a atividade
antibacteriana em extratos alcodlicos de L. lauri refere um MIC de 0,0625 mg/mL em estirpes de
S. aureus (Serina et al., 2016). Este valor estd de acordo com os resultados obtidos (0,078125
mg/mL). A diferenca entre o extrato etandlico de fungo isolado e do fungo em mistura, que obteve
um MIC de 0,15625 mg /mL, podera ser devida também a menor porcao de L. lauri que é utilizada
na mistura, diminuindo a concentracao de compostos ativos no extrato. O ensaio da resazurina
permitiu observar, de forma clara, a existéncia de atividade bacteriana, uma vez que células ativas

reduzem a resazurina (azul) em resorufina (cor-de rosa) (Elshikh et al., 2016).

4.4. Atividade Citotoxica

Devido a alteracoes ambientais e no estilo de vida da populacao, o cancro do pulmao tem sido
uma das principais causas de mortes por cancro, ao longo dos anos. De acordo com dados de 2018
do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), o cancro do pulmdo é o cancro mais frequente,
contando com 11,6% dos 18,1 milhdes de novos casos de cancro diagnosticados (Bray et al., 2018).

De acordo com as diferentes caracteristicas morfoldgicas, o cancro do pulmao classifica-se em
cancro de pulmao de pequenas células (representando 15% dos pacientes com cancro do pulmao)
e cancro do pulmdo de nao pequenas células (contabilizando 85% dos pacientes). O cancro do
pulmao de nao pequenas células inclui diferentes subtipos, como o adenocarcinoma, carcinomas
pavimentosos e carcinoma de grandes células (Guo et al., 2021). Para além da pesquisa que tem
sido feita no diagndstico e tratamento do cancro do pulmao (que inclui quimioterapia, radioterapia
e imunoterapia), a taxa de sobrevida a 5 anos é muito reduzida. Desta forma, o desenvolvimento

de novos agentes, com menos efeitos adversos e menor toxicidade € crucial.
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Um modelo celular comummente utilizado é a linhagem celular de carcinoma de pulmao
(A549), isolada em 1973, de um adenocarcinoma pulmonar (Lieber et al., 1976), tem sido um dos
pilares da pesquisa a nivel respiratdrio, ao longo destas tltimas décadas (Hadifar et al., 2021; Yu et
al., 2011).

Os ensaios de citotoxicidade recorrendo a culturas de células in vitro constituem uma
importante ferramenta na descoberta de potenciais novos agentes anticancerigenos a partir de
produtos naturais (Chicca et al., 2008). O ensaio do MTT é um ensaio colorimétrico sensivel e
confidvel que usa medicdes quantitativas para estimar a viabilidade celular. Este método é muito
utilizado para a pesquisa de agentes anticancerigenos (Petty et al., 1995).

Muitos metabolitos provenientes de fungos tém demonstrado propriedades anticancerigenas
promissoras, tanto em estudos in vitro, como em modelos animais. Alguns analogos sintéticos
desses metabolitos tém sido utilizados em ensaios clinicos. No entanto, atualmente, ainda nao
existem agentes derivados de fungos aprovados como farmacos anticancerigenos. Tal facto pode
ser devido ao desconhecimento dos mecanismos de acao e a insuficiente informacao para apoiar
os estudos pré-clinicos e clinicos (Yuan etal., 2020).

As guidelines do American National Cancer Institute (NCI) consideram um extrato
potencialmente interessante para pesquisas anticancerigenas, quando o ICso para inibicao do
crescimento se situa abaixo dos 30 pg/ml, apds periodos de incubacao de 48 e 72h, enquanto
para compostos puros estabelece um valor inferior a 4 pg/ml (Boik, 2001; Hameed, 2012). Neste
trabalho utilizamos os mesmos valores do NCI para a discussao dos valores de 1Cso encontrados
para os extratos de fungo isolado e mistura de fungo e plantas.

Dos extratos estudados, apenas no extrato aquoso do L. lauriem mistura nao foi possivel obter
um valor de ICso. Nos restantes extratos, o que apresentou resultados mais promissores (préximo
dos 30 pg/mL) foi o extrato etandlico de L. lauri em mistura, com um valor de ICso de 48,3 + 1,0
ug/mL, as 48h, seguido do extrato etandlico de L. lauriisolado (ICso = 72,1+ 4,3 ug/mL, as 48h). Na
literatura nao existem estudos que avaliem a citotoxicidade do L. lauri no entanto é possivel
encontrar estudos com outros fungos que também parasitam plantas e até com compostos que
parecem estar presentes na espécie estudada neste trabalho.

Por exemplo, num estudo realizado por Wang et al., (2010) foram identificados 11 fungos
enddfitos provenientes de Datura stramonium. A viabilidade celular variou de 92,2 a 146,9%,
refletindo um efeito inibitdrio praticamente inexistente por parte de extratos brutos de fungos,
durante o periodo de incubacao de 96h. A viabilidade celular acima dos 100% foi observada
principalmente para as maiores concentracdes de extratos de fungos (25, 50 e 100 ug/mL), o que

pode ter resultados do potencial antioxidante dos compostos nos extratos (Wang et al., 2010).
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Em relacao aos compostos que parecem estar presentes no L. lauri, temos 0s compostos
costunolida e o dehidrocostus, lactonas sesquiterpénicas, presentes em plantas medicinais como
0 Laurus nobilis, que o fungo L. lauri pode parasitar. Face ao elevado interesse no estudo destes
dois compostos, sabe-se que parecem ter um bom efeito terapéutico contra uma grande
variedade de cancros. Mais uma vez, a presenca do anel «-MGBL parece ser essencial na acao
citot6xica destas lactonas sesquiterpénicas (Sun et al., 2003). Particularmente, nos estudos in
vitro, a costunolida e o dehidrocostus exibem uma elevada seletividade e marcada citotoxicidade
contra o cancro da mama, leucemia, entre outros (Li et al,, 2020).

0 composto costunolida tem vindo a ser estudado devido ao seu potencial anticancerigeno em
varios tipos de cancro, como leucemias (Butturini et al., 2011) cancro do figado (Liu et al., 2011)
cancro da mama (Pitchai et al., 2014), cancro da bexiga (Rasul et al., 2013) e cancro do pulmao (Hua
et al., 2016). Alguns autores tém reportado efeitos citotéxicos em compostos relacionados com a
costunolida como a isodihidrocostunolida, dihidrocostunolida, derivados metoxi da costunolida e
p-ciclocostunolida em diferentes linhagens celulares do cdlon (Colo-205), da mama (MCF-7) e
pulmao (A549) (Robinson et al., 2008). Parecem ser varios 0s potenciais mecanismos de acao
associados a costunolida, como a indugao da apoptose e diferenciacao, a promocao da agregacao
de proteinas dos microtubulos, a inibicao da atividade da telomerase, a inibicao da metastizacao,
entre outros (Lin et al., 2015). Num outro estudo, Wang, Zhao & Gong (2016) demonstraram que o
composto costunolida exibiu atividade citotéxica por inducao da apoptose através da via das
caspases dependente da mitocondria, mediada pelo stress do reticulo endoplasmadtico induzido
por ROS (Wang et al., 2016). No entanto, 0os mecanismos moleculares pelos quais atuam nao estao
ainda totalmente esclarecidos (Li et al., 2020).

Como referido anteriormente o extrato com melhor 1Cso foi 0 extrato etandlico de L. lauri em
mistura. Estes valores podem ser explicados pela acao citotdxica das plantas na mistura e dos
seus compostos. No seu trabalho, Qadi et al., (2020) avaliou algumas atividades bioldgicas da P.
judaica (rica em procianidinas), entre elas a citotéxica. Os resultados demonstraram que as fracoes
de hexano e acetona da planta diminuiram a viabilidade celular de células do cancro do célon do
ttero (HeLa) de modo significativo (p < 0,0001) em aproximadamente 90% na concentracao de
0,625 mg/mL (Qadi et al., 2020).

No caso da planta sempre noiva (P. aviculare) também alguns estudos tém demonstrado a sua
citotoxicidade. Por exemplo, Habibi et al., (2011) demonstraram que a planta induziu citotoxicidade
em células de cancro da mama (MCF-7) nas concentracdes superiores a 300 ng/mL. De realcar
que os fitoquimicos obtidos de plantas da familia Polygonoidae podem atuar em células
cancerigenas resistentes e aumentar a eficacia de alguns farmacos citostdticos. Jovanovic et al.,

(2021) estudou as propriedades citotdxicas de extratos etandlicos obtidos de P. aviculare e P.
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amphibia, individualmente e em combinagao com doxorrubicina em células de carcinoma hepatico
(HepG2). Neste caso, observou-se um sinergismo em termos de citotoxicidade para os extratos

combinados com o farmaco (Jovanovié et al., 2021).

5. Conclusao

Desde tempos ancestrais, que os seres humanos utilizam os varios recursos que a natureza
oferece para o tratamento de inimeras patologias. No entanto, apenas uma pequena percentagem
das plantas e fungos existentes tem sido devidamente estudada e documentada pelas suas
atividades medicinais. Através de estudos etnofarmacoldgicos conseguimos identificar os usos
atribuidos ao L. laurina ilha da Madeira, mas ainda muito pouco se sabe acerca deste fungo. Desta
forma, o objetivo do trabalho consistiu em avaliar potenciais atividades bioldgicas, nomeadamente
a antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana e citotéxica do L. lauri isolado e do L. lauri em
mistura.

Com base nos resultados, podemos afirmar que de uma maneira global, os extratos etandlicos
apresentaram melhores resultados, realcando a importancia do tipo de solvente utilizado e indo de
encontro com o encontrado na literatura e ao seu uso tradicional.

As amostras demonstraram possuir atividade antioxidante para os extratos etandlicos, tanto
do fungo isolado, como para o fungo em mistura, evidenciando diferentes mecanismos
antioxidantes conforme a inclusao ou nao das plantas.

Os extratos etandlicos foram os que apresentaram atividade antibacteriana em estirpes de S.
aureus, com o fungo isolado a apresentar melhores resultados, o que é corroborado pela literatura
existente.

Em termos de atividade citotdxica, o extrato etandlico de L. lauri em mistura foi o que
apresentou melhor valor de ICso, comprovando a atividade citotdxica nos constituintes do fungo,
nomeadamente as lactonas sesquiterpénicas costunolida e dehidrocostus, como das plantas
utilizadas em mistura.

0 ensaio da inibicao 5-LOX demonstrou que apenas extratos com L. lauriisolado apresentam
atividade anti-inflamatdria. Contrariamente aos restantes ensaios, o extrato aquoso foi o que
obteve maior percentagem de inibicao da 5-LOX na concentracao mais alta, contudo, os extratos
etandlicos apresentaram inibicao em todas as concentracoes testadas.

A realizacao de estudos como este que foi realizado, demonstram a importancia tanto da
existéncia de estudos etnofarmacoldgicos, principalmente em zonas onde ainda existe flora e
variedades de cogumelos pouco estudados, como dos ensaios in vitro que nos permitem

identificar e avaliar o seu potencial bioldgico.
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Tendo em conta os resultados obtidos, o L. lauri apresenta atividades bioldgicas promissoras,
contudo como perspetivas futuras, referimos a necessidade de estudos que identifiquem e
quantifiguem os compostos presentes no fungo, assim como estudos que relacionem de forma
clara que compostos estao envolvidos nas atividades bioldgicas identificadas. Para as plantas
utilizadas no estudo podera ser interessante realizar os mesmos ensaios em cada uma das plantas
isoladamente e comparar com as misturas.

A compreensao da composicao do fungo e a possivel identificacao de novos compostos podera
funcionar como um catalisador para novos estudos e para a descoberta de novas atividades
bioldgicas. Além disso, seria interessante a realizacao de estudos com o fungo colhido fresco e em
diferentes fases de maturacao, de modo a identificar possiveis diferencas em termos de atividades
biolégicas, assim como na variacao da sua composicao. De forma a analisar mais informacoes
descritas nos estudos etnofarmacoldgicos, poderia ser interessante replicar o processo de
preparacao, utilizando aguardente “de borra ou de vinho" e deixar fermentar durante 8 dias, como
indicado, e realizar uma pesquisa acerca das atividades bioldgicas e verificar se existem diferencas
ao nivel das atividades bioldgicas.

Como limitac6es destacam-se a escassez de estudos com o fungo L. lauri, o que dificultou a
discussao e a comparacao dos resultados com outros autores. O uso de apenas dois ensaios
antioxidantes também limitou a discussao, tendo em conta que as plantas e os fungos contém
muitos compostos ativos e que podem atuar por mecanismos diferentes. Desta forma, €é
recomendado também alargar o leque de ensaios antioxidantes (incluindo outros como o FRAP,

ABTS, entre outros).
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7. Anexos

Anexo 1- Amostra do fungo de Madre-de-Louro (Laurobasidium lauri) desidratado, aquirida numa

loja tradicional. (fotografia captada pela autora)
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Anexo 2 — Amostras das plantas desidratadas adquiridas numa loja tradicional. Da esquerda para
adireita: Sempre-noiva (Polygonum aviculare) (1), Canela-branca (Peperomia galioides) (2). Em

baixo: Alfavaca (Parietaria judaica) (3). (fotografias captadas pela autora).
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