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Resumo

EFEITO ANTIMUTAGENICO DO EXTRATO AQUOSO DE
Agaricus brasiliensis EM CULTURA DE LINFOCITOS HUMANOS
Autor: Paula Hauber Gameiro

Orientador: José Soares do Nascimento

O cogumelo Agaricus brasiliensis (cogumelo-do-sol), nativo do sudeste do
Brasil ¢ conhecido por suas propriedades medicinais, especialmente como
antimutagénico e antitumoral, tem sido motivo de varias pesquisas. Neste trabalho, foi
avaliado o efeito antimutagénico do extrato aquoso de A. brasiliensis em culturas de
linfocitos humanos tratados com o quimioterapico doxorrubicina (DXR). Os extratos
preparados nas temperaturas de 4° e 25°C foram utilizados no pré-tratamento das
culturas conforme o protocolo experimental de antimutagenicidade. Os testes utilizados
foram: aberragdes cromossomicas (ACs) e teste cometa. O teste de Acs mostrou-se
mais sensivel na deteccdo de antimutagenicidade do A. brasiliensis do que o ensaio
cometa. O A. brasiliensis pode ser utilizado juntamente com o antimutagénico DXR,

exercendo efeito protetor nas temperaturas de 4 e 25°C.
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1. Introducéo

Os cogumelos s3o fungos ainda pouco conhecidos pela sociedade brasileira,
porém sabe-se que indios utilizavam algumas espécies na alimentagdo e também no
combate a hemorragias, colicas, feridas e outras doengas. Eles denominavam os fungos
de urupé, em tupi-guarani que significa cogumelos e urupé-tinga, urupé-piranga como
fungos distintos o que mostra uma nocdo de taxonomia. Esses conhecimentos como
muitos outros dos indigenas, foram praticamente perdidos e ndo fazem parte da cultura
brasileira atual. Outros povos como asiaticos, mexicanos e europeus herdaram o habito
de consumir os cogumelos, para enriquecer a alimentagao.

Através de relatos da antiguidade que foram de grande importancia, estudiosos
voltaram suas atengdes as propriedades medicinais encontradas nos cogumelos,
utilizando bases cientificas para desmistificar as crendices em torno dos mesmos. Os
alvos das pesquisas foram e ainda s3o as substincias capazes de combater as diversas
doengas espalhadas pelo mundo, sem causar efeitos colaterais ao organismo, como € o
caso da busca da cura contra o cancer.

O cogumelo Agaricus brasiliensis, conhecido popularmente como
“cogumelo-do-sol”, vem sendo relatado como um produto com propriedades
medicinais, chamando a atencdo da comunidade cientifica de institui¢des mundo todo,
inclusive no Brasil. Estas propriedades medicinais sdo atribuidas a polissacarideos,
atuando como substancias antitumoral e na imunomodula¢do do sistema imunoldgico
(WASSER & WEIS, 1999). Este fungo foi descoberto, na década de 1960, pelo
imigrante japonés T. Furumoto, na regido serrana da Mata Atlantica do sul do Estado de
Sdo Paulo, na cidade de Piedade (COLAUTO et al., 2002). Em 1972, Sr. Furumoto,
enviou amostras do fungo ao Japdo para serem analisadas, tendo sido classificado como
A. blazei Murril e como A. sylvaticus pelo Instituto Real de Botanica, na Inglaterra.
Posteriormente, as espécies encontradas no Brasil foram reclassificadas como A.
brasiliensis S. Wasser et al. (WASSER et al., 2002).

O Brasil tem se destacado no cultivo de A. brasiliensis, devido as condi¢des
climaticas favoraveis, sendo mais cultivado nos Estados de Sdo Paulo, Parana e Minas
Gerais. Outros paises produtores sdo China, Japdo e Coréia (EIRA, 2003).
A. brasiliensis tem sido empregado na dieta, principalmente em pratos japoneses,
chineses e até mesmo nos paises ocidentais devido a sua forte fragrancia adocicada e

por sua excelente textura. Também tem sido utilizado em forma de cha, no combate ao
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estresse fisico e emocional, estimulante do sistema imunoldgico, melhora da qualidade
de vida de diabéticos, reducdo de colesterol, combate as doengas como tlcera gastrica,
osteoporose, além de apresentar um possivel efeito anticarcinogénico e antimutagénico
(BELLINI et al., 2003; MENOLI et al., 2001). Estes efeitos servem para indicar se uma
determinada substincia tem a capacidade de diminuir ou evitar o surgimento da
proliferacdo descontrolada das células e de danos a nivel genético.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito antimutagénico do extrato
aquoso de A. brasiliensis em cultura de linfocitos humanos, através dos testes de

aberragdes cromossdmicas e cometa.



2. Revisdo Bibliogréafica
2.1. Os fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares ou pluricelulares,
aclorofilados, quimiorganotréficos e com uma diversidade morfologica propria para
cada género. Seu modo de nutricdo, por absor¢do, ¢ responsavel tanto pelos aspetos
positivos quanto negativos atribuidos aos fungos. Eles podem ser extremamente
benéficos, pois muitas das exoenzimas sdo responsaveis pela decomposicdo dos
residuos de plantas e animais mortos, tornando possivel a reciclagem de elementos
quimicos. O uso industrial de fungos e de suas enzimas tem sido amplamente explorado,
pois sdo utilizados na producdo de vinhos, cervejas, queijos ¢ varios antibioticos. No
entanto, os fungos também secretam enzimas que degradam equipamentos e produtos
industrializados, causam emboloramento de alimentos, sdo causadores de micoses em
humanos e animais, quando colonizam o tecido externo ou quando os esporos sdo
inalados causando micoses profundas (ALEXOPOULOS et al., 1996; RAVEN et al.,
2001).

Existe uma grande diversidade de fungos que podem ser encontrados em todos
os ambientes terrestres, especialmente no solo. Os fungos apresentam dimensdes
microscopicas. Entretanto, tornam-se visiveis a olho nu ao formarem coldnias. Alguns
fungos, durante a fase reprodutiva apresentam estruturas macroscopicas, denominadas
de cogumelos, especialmente incluidos nos filos Ascomycota e Basidiomycota
(PEREIRA & PUTZKE, 1990).

Dentre os individuos presentes no grupo dos Basidiomycotas, existem 22.300
espécies, incluindo espécies silvestres saprofitas, micorrizicos e fitoparasitas. Os
cogumelos podem ser toxicos, alucindgenos, venenosos, comestiveis e medicinais

(PUTZKE & PUTZKE, 1998).



2.1.1. O cogumelo medicinal Agaricus brasiliensis

O cogunelo A brasiliensis pertence a ordem
Agari cal es, possuindo corpo de frutificacédo visivel ao ol ho
nu. Esta ordem tem sido bastante estudada, conpreende 300
géneros e aproxi madanente 5.000 espécies emternos nundiais
(ALEXOPQOULCS et al., 1996). No Brasil s&o conhecidos 136
géneros e 1011 espécies, de acordo com |evantanmento da
producdo cientifica referente aos anos de 1900-1991
real i zado por Putzke (1994). Entretanto, estes nuneros vém
sendo alterados a cada dia com as descricdes de novas
espécies (HALLING 1992; CANTRELL & LODGE, 2001). A
cl assificacdo e descricdo das espécies desta ordem basei am
se, f undanment al nent e, nos caracteres nor f ol 6gi cos,
anatdm cos e bioquimcos dos basidioms (SINGER 1972;
PEREI RA, 1984).

A classificac¢do geral de A. brasiliensis, conforme Wasser et al., (2002) ¢ a seguinte:

REINO: Fungi

DIVISAO: Basidiomycota

SUB-DIVISAO: Homobasidiomycetidade

ORDEM: Agaricales

FAMILIA: Agaricaceae

GENERO: Agaricus

ESPECIE: Agaricus brasiliensis

NOMES POPULARES: Cogumelo-do-sol, cogumelo da vida,

Agaricus sylvaticus, himematsutake, etc.

2.1.1.1. Caracteristicas morfoldgicas

As caracteristicas morfologicas do A. brasiliensis, segundo Wasser et al., (2002),

— Pileo (chapéu): tamanho de 5 a 11 cm de didmetro, semi-globuloso quando
maduro (aberto); coloragdo marrom claro apresentando pequenos flocos brancos no
topo;

— Estipe (pé): 6-13 cm de comprimento ¢ 1-2 cm de didmetro; coloragdo
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esbranquigada e amarelada quando danificado mecanicamente;

— Anel: esbranquicado, presen¢a de flocos escamosos;

— Lamelas: dispostas muito proximas uma das outras, ndo conectadas ao estipe,
sua coloragdo varia de uma cor esbranquicada para um cinza esbranquigado;

— Esporos: tém forma eliptica variando de 4,9 a 6,4 por 4,0 a 4,7 um, coloracdo

marrom €scuro € parede espessa.

2.1.1.2. Reproducéo

O ciclo de vida do A. brasiliensis comega quando um cogumelo adulto libera os
milhdes de basidiosporos no ar, que s@o facilmente dispersos pelo vento. Os
basidiosporos sdo formados na basidia, que s@o sustentadas pelas lamelas. Quando dois
basididsporos germinam dao origem a hifas haploides com células uninucleadas, que
em conjunto sdo denominadas de micélio primario. J4 quando duas hifas compativeis
originarias de basidiosporos distintos se encontram ocorre a fusdo dos citoplasmas
(plasmogamia), resultando em células binucleadas formando o micélio secundario. Este,
sob as condicdes ambientais favoraveis, passa a formar os primordios, que sdo
diferencia¢des do micélio vegetativo, caracterizada por espessamento, até a formagao do
basidioma (corpo de frutificacdo) (Figura 1). A fusdo dos nucleos na célula dicaridtica
ocorre nas lamelas, resultando um zigoto (2n), onde ocorre meiose, resultando quatro
novos nucleos hapldides. Estes nucleos, apds serem envolvidos pelo protoplasma,

formam quatro novos basidiosporos (EIRA, 2003).

’—’ arl

ﬁ Basidiosporos

Cogumelo

Micélio

Primérdio 5



Figura 1. Ciclo de vida de A. brasiliensis

2.1.1.3. Ecologia

As condigdes climaticas da regido para a frutificagdo de A. brasiliensis nativo,
sdo relativamente quente e umida, com temperaturas variando entre 20 a 30°C e a
umidade relativa do ar ¢ extremamente alta, entre 85 e 90%. Para que o cultivo deste
cogumelo seja mais eficiente, é necessario que as areas de cultivo apresentem condigdes
semelhantes, favoraveis a produtividade. O local para o cultivo ndo deve apresentar
incidéncia de ventos fortes, luz direta e deve estar livre de qualquer tipo de

contaminagdo (BRAGA et al., 1998).

2.1.1.4. O Cultivo de Agaricus brasiliensis

Por se tratar de cogumelo do mesmo género, a técnica de cultivo de A.
brasiliensis em muito se assemelha a do A. bisporus (EIRA, 2003), sendo este cultivado
em palhas de gramineas compostadas e pasteurizadas, e mantido em condigdes
controladas de temperatura e umidade.

O cultivo de cogumelos ¢ um método artificial que mimetiza a reprodugdo dos
mesmos sob condi¢des fisicas, quimicas e bioldgicas encontradas no ambiente de
origem. Essas espécies sdo classificadas como cogumelos cultivados, na qual
necessitam de conhecimento técnico para que se possa manter a qualidade do produto e
a produtividade, investindo assim, no seu potencial econdmico.

Em moldes comerciais, o cultivo de A. brasiliensis, é recente e as técnicas de
cultivo sdo ainda empiricas. Porém, tem-se conseguido bons resultados de
produtividade (10 — 15% em cogumelos frescos) e qualidade final do produto por parte
de alguns produtores. Apesar disto, a produtividade do A. brasiliensis ¢ muito variavel,
principalmente devido aos fatores ambientais e aos relacionados ao tipo de substrato,
camada de cobertura e caracteristicas genéticas de linhagens, que sdo fatores ainda em
estudo e, desta forma, torna-se impraticavel estimar niveis de produtividade em cultivos

deste cogumelo, além da informalidade comercial do mercado (EIRA, 2003).

2.1.1.5. Importéncia nutricional

O valor nutritivo dos cogumelos ¢ muito semelhante ao das horalicas (Tabela 1),
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contendo certas particularidades como alto teor protéico e baixo valor calorico.

Geralmente, os cogumelos em fase mais jovens, quando ainda apresentam o pileo

fechado, sdo ainda mais ricos em proteinas comparados com os mais adultos, onde o

véu parcial foi rompido e as lamelas estdo expostas (EIRA, 2003).

Tabela 1. Composicdo quimica dos cogumelos comestiveis em relacdo a outros

alimentos (% peso fresco).

Proteinas Carboidratos Gorduras

Agua
Cogumelos 90-98
Ovos 74
Leite 87
Cenoura 88

2,8-4,8 4,4 0,3
12,9 9,0 11,5
4,9 3,5

9,7 0,2

Fonte: Bononi et al. (1999).

Os cogumelos sdo ricos também em minerais, vitaminas, acido pantoténico,

acido folico e, ainda, sdo fontes de quase todos os aminoacidos (Tabela 2)

(EIRA, 2003).

Tabela 2. Composi¢do média do cogumelo A. brasiliensis desidratado.

Constituinte Valor
Agua 7,5%
Proteina 36,7%
Gordura 3,4%
Fibra 6,8%
Cinzas 7,3%
Acucares 38,3%
Fosforo 939 mg
Ferro 18,2 mg
Célcio 41,6 mg
Vitamina B, 0,48 mg
Vitamina B, 2,84 mg
Vitamina D 354 mg
Niacina 40,9 mg




Fonte: COPERCOM, citado por EIRA (2003).

Entre os cogumelos comestiveis e medicinais, o A. brasiliensis ¢ mais rico em
proteinas comparando com outros cogumelos como Pleurotus ostreatus e

Lentinula edodes e similar em fibras, minerais e gorduras (BRAGA et al., 1998).

2.1.1.6. Importancia medicinal

Além das propriedades nutricionais, alguns cogumelos apresentam também
propriedades medicinais, destacando-se Ganoderma lucidum, Auricularia auricula,
L. edodes, Flammulina velutipes, Calvatia gigantea, Pholiota nameko, P. ostreatus, A.
brasiliensis (CHANG, 1999). A utilizacdo de cogumelos na medicina popular teve
inicio em povos da Antiguidade e entre as comunidades indigenas. Na medicina
popular, sdo varias as indicagdes terapéuticas a base de cogumelos no combate as
hemorragias, colicas, feridas, asma e outras (Tabela 3). Alguns indios brasileiros
utilizavam Pycnoporus sanguineus para a cicatrizagdo de feridas. Muitas dessas
substancias utilizadas na medicina popular passaram a ter comprovacdo cientifica

(BONONI et al., 1999).

Tabela 3. Utilizagdo medicinal de alguns cogumelos.

Espécie Uso

Auricularia fuscosuccinea Fortificante da circulagdo sangiiinea

Calvatia cyathiformis Cicatrizante, coagulante

C. gigantea
Claviceps purpurea
Clitocybe gibba
Coprinus comatus
Fomes officinalis

F. fomentarius
Fomitopsis pinicola
Ganoderma lucidum
G. appanatum
Geastrum saccatum
Lentinus edodes

Polyporus coccineus

Inflamagdo, sangramentos, limpeza dos pulmdes e garganta
Ajuda em partos

Febre

Hemorroidas

Purgante, tuberculose, sudorese noturna, diurético
Hemorragia

Hemorragia

Tonico, inflamagdes, diurético

Cancer esofagico

Hemorragia, disturbios uterinos

Evita doengas causadas pela falta de vitamina D

Hemorragia, disturbios uterinos



P. suaveolens Tuberculose, sudorese noturna

Pycnoporus sanguineus Hemoptise, verrugas
Trametes cupreorosea Doengas proprias do sexo feminino
Ustilago maydis Espinhas, escorioses, queimaduras, ajuda em partos

Fonte: Bononi et al. (1999).
Pesquisadores revelaram a ag@o de polissacarideos antitumorais ao pesquisarem

estes compostos em Basidiomycotas. Porém esta atividade antitumoral nem sempre
pode ser evidenciada, devido a solubilidade em agua, o tamanho molecular e o tipo de
ligacdo quimica (MIZUNO et al., 1995). Dentre esses polissacarideos extraidos de
diferentes tipos de cogumelos, destaca-se especialmente o complexo glicoprotéico de
ligagdo (1—6) — B -D — glucan-proteina, extraido do ‘“cogumelo-do-sol”
(A. brasiliensis) (OHNO et al.,, 2001; TAKAKU et al., 2001). Este complexo
glicoprotéico ¢ formado por 50,2% de carboidratos e 43,3% de proteinas, sendo
responsavel pela inibicdo do crescimento do sarcoma-180 implantado em ratos,
desenvolvendo, desta maneira, propriedades imunomodulatéorias (BELLINI et al., 2003;
PARK et al., 2003).

Cabe salientar a presenga de outros dois componentes em A. brasiliensis, tais
como: os lipidios, especialmente o acido linoléico que apresenta evidéncias de ser
bactericida e ser o principal lipidio com atividade antimutagénica (OOIL & LIU, 1999),
além de uma grande quantidade de ergosterol que € o precursor da vitamina D, essencial

no combate a osteoporose (LUIZ et al., 2003).

2.1.1.6.1. Imunomodulagéo “in vivo”

O sistema imunoldgico ¢ responsavel pela defesa do corpo humano contra
enfermidades. E constituido por um sistema de células distribuidas numa rede complexa
de orgdos, como o figado, o bago, os génglios linfaticos, o timo, a medula 6ssea e
circulando na corrente sangiiinea. Esses orgdos sdo denominados 6rgdos linfoides e
estdo relacionados com o crescimento, o desenvolvimento e a distribui¢do das células
especializadas na defesa do corpo contra os ataques de “invasores estranhos”
(STITES et al., 2000).

As principais células do sistema imunoldgico envolvidas no combate as células
tumorais sdo: os linfocitos T, os macrofagos, os mastocitos e as células “natural killer”
(NK). Essas ultimas estdo presentes no sistema imunoldgico onde se apresentam em

granulagcdes no citoplasma, as perforinas, com o poder de destruicdo de células
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neoplasicas de uma maneira inespecifica (ISHIGAMI et al., 2000, GENNARI et al.,
2001). As células NK sdo muito susceptiveis as espécies reativas toxicas de oxigénio,
perdendo a sua capacidade de aderir as células cancerosas e, consequentemente,
perdendo a sua citotoxicidade (TANAKA et al., 2000). Porém, varias pesquisas ja
foram realizadas a fim de comprovar a ativagdo das células do sistema imunologico pelo

extrato de A. brasiliensis (COSISKI et al., 2000).

2.1.1.6.2. Efeito antimutagénico e antitumoral

Estudos vém demonstrando que a acdo dos principios ativos contra células
tumorais ocorre de forma indireta, através da ativacdo das células do sistema
imunoldgico como os macrofagos, linfocitos, neutrofilos e principalmente as células
“natural killer”. Com base no estudo de Fujimiya et al. (1998), estas células foram
capazes de inibir diretamente o crescimento das células tumorais in vitro pela indugdo
de apoptose.

O efeito mutagénico ¢ a conseqiiéncia de danos genéticos causados por agentes
fisicos, quimicos e biologicos, induzido por mutacdes nas células de um organismo. Ja o
efeito antimutagénico ¢ o contrario, tem agdo inversa impedindo a formacdo das
mutacdes causadas por um determinado agente mutagénico. Para avaliar este efeito sdo
utilizados testes como o de microntcleo, teste do cometa e de aberracdes
cromossomicas (RIBEIRO et al., 2003).

O cogumelo A. brasiliensis preparado a diferentes temperaturas e¢ fase de
desenvolvimento, promoveu quimioprote¢do contra o agente metilmetanosulfonato em
células in vitro (GUTERREZ et al., 2003). Este efeito também foi eficaz quando testado
nas mesmas condigdes, porém, in Vivo contra o agente alquilante ciclofosfamida,
avaliada pelo teste do micronticleo, em células da medula 6ssea de camundongos
(DELMANTO et al., 2001), e contra dietilnitrosamina em lesdes pré-neoplasicas no
figado de ratos Wistar, nas etapas de pré e pos-iniciacdo do tratamento com a solugao do
cogumelo (BARBISAN et al., 2002: PINHEIRO et al., 2003). Os resultados mostraram
que o tratamento com as solugdes aquosas de A. brasiliensis, apesar de ndo causarem
toxicidade hepatica e renal nos ratos, também ndo alteraram o desenvolvimento dos
focos hepaticos pré-neoplasticos, iniciados pela dietilnitrosamina
(BARBISAN et al., 2003). Atualmente, as pesquisas estdo sendo direcionadas para a

aplicagdo do extrato de A. brasiliensis em cultura de células humanas in vitro
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(EIRA, 2003).

Existem outros dois fatores importantes para a determinacdo do carater
quimioprotetor de A. brasiliensis. A temperatura de preparo pode influenciar sua
eficiéncia, pois quando muito elevadas sdo capazes de afetar os principios ativos e,
desta maneira, o cogumelo pode ndo se mostrar tdo eficiente como deveria
(DELMANTO et al., 2001). O segundo fator inclui as diversas fases de
desenvolvimento de A. brasiliensis, onde o cogumelo jovem ou fechado apresenta
menor concentragdo de B — glucan, e consequentemente sdo menos aptos na
quimioprote¢do que os mais velhos ou abertos (CELSO citado por EIRA, 2003). Este
autor cita que a concentragdo média de B — glucan em quatro linhagens de

A. brasiliensis variou de 0,398 a 0,676g de B — glucan/100 g de cogumelo desidratado.

2.2. Genotoxicidade

A genotoxicidade ¢ a area da genética que estuda as alteracdes na base genética
da vida, seja ela na estrutura fisico-quimica do DNA, processo este classificado de
mutagénese, ou na alteragdo da determinacdo genética ao nivel celular, classificados
respectivamente como carcinogénese e teratogénese. Estes trés processos podem ser
produzidos a0 mesmo tempo, como ¢ o caso dos provocados pela radiacdo gama.
Porém, eles apresentam suas complexidades, exigindo serem estudados separadamente
com o objetivo de conhecer melhor cada um destas areas. Hoje em dia sdo bastante
pesquisadas, pois se relacionam com malformagdes, doencas congénitas, genéticas e
degenerativas, envelhecimento celular e do corpo, € o cancer. A genotoxicidade é uma
especialidade relativamente recente e se situa na interface entre toxicologia e genética

(SILVA et al., 2003).

2.2.1. Mutagénese

Quando se fala em mutag¢des imagina-se como sendo algo negativo, o que ndo ¢é
correto. Se pensar em evolucdo, mais precisamente, nas teorias de selegdo natural, tem-
se uma visdo diferente, porque sem mutagdo nao haveria a variabilidade genética. Sem
variabilidade genética ndo poderia haver selecdo. Sem sele¢do ndo haveria evolugéo, e
sem esta ndo ha adaptagdo. Entdo, o processo de mutagdo ¢ essencial para as espécies
evoluirem e se adaptarem ao seu ambiente varidvel. A mutagdo ocorre de forma

aleatoria, causando alteragdes no DNA, devido a processos fisicos-quimicos, de ordem
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molecular ou quimica (SNUSTAD & SIMMONS, 2001).

As mutagdes estdo sempre ocorrendo em um organismo, no qual sdo conhecidas
como as recombinacdes genéticas, capacidade natural do DNA de se recombinar com
outras moléculas. Por elas serem realizadas naturalmente ndo s3o chamadas de
mutagdes (SILVA et al., 2003). Ao contrario destas, estdo as mutagdes causadas por
fatores exogenos ou endogenos que podem ser classificadas como génicas, quando
referem-se a mudangas de uma ou poucas sub-unidades do DNA, alterando apenas o
funcionamento de um gene, por substituicdo, perda ou ganho destas sub-unidades.
Podem ser também do tipo cromossdmicas onde héd reorganizacdo dos cromossomos,
por translocagdo, inversdo, ou mesmo ganho ou perda de parte maior destes

cromossomos (GHIFFITHS et al., 2002).

2.2.2. Antimutagénese

Antimutagénese ¢ o processo no qual ocorre inibicdo das taxas de mutagdes nos
seres vivos, e consequentemente a incidéncia de cancer (WALTERS et al., 1996). Para
isso, Aaron Novick e Leo Szilard, em 1952, foram os primeiros a serem relatados a
respeito deste processo, onde observaram que um aumento na quantidade de adenosina
podia reverter as mutagdes induzidas pela cafeina em bactérias (LIVIERO & VON
BORSTEL, 1996). A partir desta informagao, pesquisadores vém descobrindo iniimeros
agentes antimutagénicos na esperanga de diminuirem os indices de pacientes com
cancer. Dentre os agentes antimutagénicos, Kada & Shimoi (1987) propuseram duas
categorias desses agentes: os desmutagénicos que promovem a alteracdo quimica ou
bioquimica dos agentes mutagénicos antes que danifiquem o DNA; e os bio-
antimutagénicos que suprimem o processo de fixacdo da mutagdo, apds o DNA ser
lesado pelo agente mutagénico.

Para a prevencdo de doengcas como o cancer, existe a alternativa da
quimioprote¢do que ¢ baseada na modulacdo do mecanismo de defesa, através da
ingestdo de alimentos e medicamentos que possuem mecanismos potenciais de
prevencdo ao cancer e sdao efetivos em modelos de estudos pré-clinicos

(De FLORA et al., 2001).

2.2.3. Mecanismos de reparo

As células apresentam mecanismos enzimaticos, que revertem as lesdes
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produzidas por varios tipos de radiagdes, substincias quimicas e por altera¢cdes normais
que ocorrem na propria célula, como erros na replicacio do DNA, onde bases sao
alteradas ou perdidas, ligacdes fosfodiéster da cadeia podem ser quebradas e ligacdes
covalentes nas fitas quando cruzadas. O reparo do DNA s6 ¢ possivel porque ele é
formado por dupla-hélice onde s@o preservadas as informagdes genéticas, que em caso
de perda destas em uma das hélices, elas serdo recuperadas em outra fita. Esses
mecanismos de reparos podem ser: por fotorreativagdo enzimatica, de bases alquiladas,
por excisdo de bases ou nucleotideos, com enzima de correcdo de erro, por
recombinagdo pos-replicagdo, e por SOS (SCHRANK et al., 2001; GRIFFITHS et al.,
2002).

2.2.4. Testes de deteccdo de dano genético em humanos

A maioria dos testes de deteccdo de danos genéticos busca agentes que possam
afetar o genoma de um organismo. Devido a universalidade do codigo genético, se um
agente pode causar danos ao DNA tem potencial genotoxico em qualquer tipo de célula
(animal, vegetal ou microrganismo). Porém diferentes organismos possuem
metabolismo, mecanismos de reparacdo e de detoxificagdo que variam
consideravelmente, tornando diferente a resposta destes organismos a agentes
genotoxicos. Para driblar este problema e suprir a necessidade de informagdes em
mutagénese e carcinogénese humana foram criadas estratégias de avaliagdo com testes

in vitro e in vivo (SILVA et al., 2003).

2.2.4.1. Aberragdes cromossémicas

Aberragdes cromossdmicas ¢ uma técnica que indica danos ocorridos no DNA,
tais como quebras e rearranjos cromossomicos (SILVA, 2001), que vem sendo utilizada
em diversos tipos de células para varias finalidades, como a genética toxicologica,
dosimetria bioldgica e em biomonitoramento, devido a sua ampla sensibilidade, pela
riqueza de informacdes e pela sua taxa espontanea ser relativamente baixa
(IAEA, 1986).

Quando ocorrem lesdes induzidas por agentes clastogénicos na estrutura
cromossOmica, essas podem ser reparadas pelo mecanismo de reparo a fim de se
restabelecer a configuragdo original, porém muitas vezes ¢ comum OCOITer erro no

reparo e, assim, resultando em rearranjos cromossOmicos ou permanecer sem reparo,
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originando uma delegdo cromossomica (SILVA et al., 2003). As aberragoes
cromossOmicas podem ser induzidas em qualquer fase do ciclo celular por qualquer
agente mutagénico. No entanto, dependendo do estagio do ciclo celular, diferentes tipos
de aberrag¢des podem ser produzidas: se a célula for exposta na fase GO ou G1 do ciclo
celular, a aberragdo resultante sera do tipo cromossdémica; na fase G2, do tipo
cromatidica e na fase S, havera uma mistura dos dois tipos de aberragdes (CARRANO
& NATARAIJAN, 1987). As aberragdes cromossdmicas estruturais podem ser
classificadas basicamente em dois tipos: instaveis e estaveis. As aberragdes instaveis
sdo representadas pelos fragmentos acéntricos, dicéntricos, double minute, anéis
céntricos e acéntricos, pois podem ser perdidas durante a divisdo celular. As aberragdes
estaveis sdo assim chamadas, pois s3o tipos de alteragdes na estrutura cromossdmica
que ndo causam dificuldades mecanicas na divisdo celular e, dessa maneira, podem se
perpetuar por varias geracdes. As aberragdes estaveis podem ser representadas por
translocagdes reciprocas e inversoes (SILVA, 2001)

A presenca de vérios tipos de aberragdes cromossdmicas foi verificada em
células tumorais, em sobreviventes de bombas nucleares (YUNIS, 1983), em abortos
espontianeos decorrentes de malformagdes congénitas e em individuos expostos
acidental ou ocupacionalmente a radiagdes (UNSCEAR, 1986; EDWARDS, 1997).
Uma relacdo entre a presenca de aberragdes cromossomicas e a predisposi¢do genética
ao cancer tem sido verificada em sindromes de fragilidade cromossomica, como ataxia
telangiectasia, sindrome de Bloom e anemia de Fanconi

(DHILLON & DHILLON, 1998).

2.2.4.2. Ensaio cometa

O ensaio cometa foi desenvolvido por Singh et al., (1988), para detectar quebras
simples e duplas, e sitios alcalilabeis nas moléculas de DNA, que sdo induzidas por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Sendo muito utilizado em estudo de
genética toxicoldgica, a fim de um biomonitoramento ambiental ou no monitoramento
populacional em humanos. Cabe salientar que este teste ¢ utilizado como um indicativo
e ndo ¢ utilizado como um teste mutagénico, podendo ser utilizado tanto em células de
animais quanto vegetais in vitro e in vivo (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON et
al., 1998; SILVA et al., 2003).

O dano produzido pela radiacdo ionizante ou por substincias quimicas
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mutagénicas no DNA das células ¢ avaliado utilizando-se a eletroforese em gel de
agarose em uma célula nucleada, sendo capaz de se visualizar o dano em células
individualmente (FAIRBAIRN et al., 1995; TICE, 1995). O método ¢ baseado na
migracdo do DNA num gel de agarose exposto a um campo elétrico. As células sdo
quebradas para remover proteinas celulares e o DNA subseqiientemente da
descompactag@o sob condigdes alcalinas (SINGH, 2000). Seguindo a descompactagao
do DNA ele ¢ marcado com uma tintura fluorescente. Apods a eletroforese as células
(nucledides) adquirem uma morfologia semelhante a de um cometa; onde a cabega
representa o arcabou¢o de DNA intacto e a cauda, fragmentos provenientes de lesdes no
DNA (KLAUDE et al., 1996; SINGH & STEPHENS, 1996). A vantagem deste método
¢ quanto a rapidez e simplicidade, pois a separacdo eletroforética é realizada em poucos
minutos. Além disso, ele requer equipamentos relativamente baratos em comparacao

com outros métodos para identificagdo de materiais irradiados (COLLINS et al., 1997).

2.3. O antitumoral doxorrubicina

A doxorrubicina (DXR) ¢ um antibidtico pertencente ao grupo das antraciclinas,
originalmente obtido do fungo Streptomyces peucetius var. caesius. Este antitumoral é
um agente inibidor da topoisomerase II, que leva a formacdo de quebras duplas e
simples da cadeia do DNA e, consequentemente, a morte celular. As quebras simples
podem ser convertidas para quebras duplas de cadeia durante a replicagdo do DNA e
transcricdo do RNA (SUZUKI et al., 1995; KEIZER et al., 1990; ROBLES et al.,
1999).

A DXR ¢ conhecida comercialmente ¢ clinicamente como andriamicina,
apresentando-se como efetivo agente antineoplasico contra uma grande variedade de
tumores. No entanto, seu uso clinico, freqiientemente, ¢ limitado devido a indesejaveis
efeitos colaterais especialmente a cardiotoxicidade. Quimicamente, a molécula de DXR
consiste em um agticar amino ligado a quatro anéis antraquinona ciclicos. A reducdo de
um elétron do anel leva a formacdo de um radical livre semiquinona, o qual, na presenga
de 02, pode formar radicais superoxido (XU et al., 2001).

Os efeitos genotoxicos da DXR foram extensivamente investigados em pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico (BOUCHER et al., 1993), em cultura de
linfécitos de doadores saudaveis (VIG, 1971; ANTUNES & TAKAHASHI, 1999), em
linhagens celulares de mamiferos (DIAS et al., 1997; ANTUNES et al., 1999) ¢ em
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experimento in Vivo, utilizando-se células da medula oOssea de ratos Wistar
(ANTUNES & TAKAHASHI, 1998 e 1999). Os resultados dessas investigacdes
mostram que a DXR ¢ capaz de induzir aberra¢des cromossomicas do tipo quebras
cromatidicas e isocromatidicas, “gaps” cromatidicos e isocromatidicos, rearranjos
complexos como trirradiais e quadrirradiais e trocas entre cromatides irmas. Segundo
ALBERTINI et al. (2000), as aberra¢des cromossomicas resultam de quebras diretas do
DNA, replicacdo de um DNA molde danificado e da inibi¢do da sintese de DNA.

2.4. Considerac0es gerais sobre cancer

O cancer, este fendmeno, como ¢ chamado por muitos estudiosos, ¢ atualmente a
segunda causa de mortalidade no mundo (RIBEIRO et al., 2003). Devido a este lugar
atingido no “ranking” de mortalidade mundial, ele vem sendo cada vez mais estudado
para que um dia, cientistas consigam descobrir a formula capaz de retardar o
desenvolvimento das células cancerosas, ou quem sabe até descobrir a cura deste
fenomeno.

Cancer se caracteriza quando uma célula escapa ou ignora os controles da
velocidade e da progress@o do seu ciclo, ocasionando uma rapida e anormal divisdo
comparada com as outras células sadias. Através desta rapida proliferagdo, estas células
cancerigenas migram para os tecidos vizinhos e, assim, se espalhando no organismo.
Este crescimento desregulado ¢ chamado neoplasia e o conjunto de células que ndo
apresenta divisdo celular igualmente ao tecido que se originou € denominado tumor. Ha
excecdes como no caso da leucemia, cancer no sangue, que ndo apresentam tumores
(ALBERTS et al., 1997).

Os tumores podem ser classificados como benigno quando as células neoplésicas
permanecem agrupadas numa massa unica, facilitando o tratamento deste, através de
cirurgia por removi¢do da massa celular. O tumor maligno é o cancer em si, onde as
células cancerigenas invadem os tecidos vizinhos. Quando ha invas@o dessas células na
corrente sanguinea ou linfatica, geralmente, sdo formados tumores secundarios, ou
metastases, em outros locais do corpo (COOPER, 2001).

A relagdo entre sistema imunologico e as células cancerosas ocorre quando
qualquer corpo estranho entra em contato com o organismo, as células de defesas sdao
ativadas para o combate dos corpos estranhos. No caso do cancer o mecanismo de agdo

das células de defesas ¢ o mesmo. A seguir sdo demonstradas desde a fase de
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reconhecimento at¢é a morte das células cancerigenas pelo organismo
(GHONEUM et al., 1995):
— ac¢lula “natural killer” (NK) reconhece a célula cancerigena;
— as membranas da célula NK se dilatam;
— célula NK se adere a célula cancerigena;
— célula NK inicia a perfuragdo das células cancerigenas com a liberagdo dos seus
granulos e em instantes a ultima estara morta.

A morte da célula cancerigena ocorre devido a presenca de substincias toxicas
encontradas nos granulos que penetraram as células. Porém, nem sempre as células NK
conseguem destruir as células cancerigenas e, desta maneira, estas conseguem se
proliferar no organismo. Para isto, existem trés fatores que contribuem, segundo
Ghoneum et al., (1995):

— [Fagocitose: com este processo a célula cancerigena tem a capacidade de destruir
a célula NK por trés maneiras: englobando a célula NK, formando reentrancias em sua

superficie absorvendo a célula NK, emitindo tentaculos e prendendo a célula NK.

— Fator de Imunossupressdo: a célula cancerosa consegue imunodeprimir a
cé¢lula NK diminuindo seu potencial citotoxico, através de uma proteina que adere a

membrana da NK.

— Degranulacgéo: a célula cancerosa degranula a célula NK, sem os granulos esta
perde seu potencial de acao.
Outro importante componente do sistema imunologico sdo os linfocitos que tem
a capacidade de atacar as células do corpo infectadas por virus oncogénicos (capaze de
causar cancer) ou as células em transformagdo maligna, bem como de secretar
substancias chamadas de linfocinas. As linfocinas regulam o crescimento e o
amadurecimento de outras células e do proprio sistema imune. Sem duvida, a
compreensdo dos mecanismos de a¢do do sistema imunologico muito contribuira para a
elucidagdo de diversos pontos importantes no entendimento da carcinogénese e,
portanto, para novas estratégias de tratamento e de prevengdo do cancer

(STITES et al., 2000).

2.4.1. Causas do cancer
A maioria das substancias mutagénicas sdo também carcinogénicas, ou seja, tem

a capacidade de alterar o DNA e também de causar o cancer (LEWIS, 2004). 17



As causas do surgimento do cancer podem ser associadas a inimeros fatores,
externos ou internos ao organismo. Os fatores externos sdo aqueles relacionados ao
meio ambiente, aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural, ou
ainda por exposicdo ocupacional. Os fatores internos sdo genéticos, na maioria das
vezes, através das mutagdes que estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender
das agressdes externas. Esses fatores causais podem interagir de varias formas,
aumentando a probabilidade de transformacdes malignas nas células normais
(COOPER, 2001).

Sabe-se que a maioria dos casos de cancer estd associada a fatores ambientais,
sendo os principais:

— Quimico: para os fumantes, a fumaca do cigarro é rica em hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e aminas aromaticas, compostos quimicos que induzem a
formagdo de tumores cancerigenos (NUSSBAUM et al., 2002); dieta deficiente rica em
gordura, falta de fibras, excesso de sal, bebidas quentes e alcodlicas sdo fatores que
aumentam o risco de desenvolvimento de céncer no trato digestivo, principalmente;
outras substancias como: arsénio, benzeno, 6leo diesel, formaldeido, amianto, corantes,
6leos minerais, pesticidas, herbicidas, entre outros (SILVA et al., 2003);

— Fisicos: utiliza¢do de fontes radioativas como: radia¢des ionizantes, raios-X, luz
ultravioleta e outros (SILVA et al., 2003);

— Bioldgicos: incluem os agentes infecciosos como as bactérias e os virus
(SILVA et al., 2003). Os hormonios como os estrogenos, também sao importantes como
promotores de tumor no desenvolvimento de alguns canceres humano, como no caso do
cancer uterino, onde ha uma grande proliferacdo das células do endométrio uterino
estimulada por este hormoénio (COOPER, 2001).

Além destes fatores serem as causas principais do cancer, a maioria destes ¢é
capaz de induzir alteragcdes cromossomicas, formag¢do de micronucleos e trocas de
cromatides irmds (SILVA et al., 2003). Os casos de canceres genéticos ou hereditarios
sdo mais raros, sendo mais comum a indugdo de danos genéticos por fatores ambientais.
Um exemplo de doenca causada por fator hereditario sdo os individuos portadores de
retinoblastoma que, em 10% dos casos, apresentam historia familiar deste tumor

(GRIFFITHS et al., 2002).

2.4.2. Genes envolvidos na carcinogénese
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Normalmente, as células cumprem um ciclo em que se multiplicam, crescem,
diferenciam-se e morrem, obedecendo a um controle genético e a um sistema complexo

de sinais bioquimicos.

Esse controle genético ¢ exercido por duas classes de genes expecificos: os proto-
oncogenes ¢ os genes supressores de tumor (ALBERTS et al., 1997).

Os proto-oncogenes sdo genes ligados as células normais que controlam os
processos de proliferagdo e diferencia¢do das células. Porém, quando ha modificacdes
nesses proto-oncogenes eles podem tornar-se oncogenes. Estes lltimos s@o responsaveis
pelo descontrole da divisdo celular e produzir o fendtipo maligno implantado nas
células normais. A ativacdo dos proto-oncogenes pode ser por rearranjos
cromossOmicos, amplificacdo génica, ou simples mutagdes pontuais. J4 os genes
supressores tumorais, como o gene p53, tém a fungdo de regular o crescimento celular e
a capacidade de suprimir a formagdo de um tumor. Contudo, mutagdes nos genes
supressores  podem  contribuir para o  desenvolvimento do  cancer

(SNUSTAD & SIMMONS, 2001; GRIFFITHS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003).

2.4.3. Prevencdo do cancer
A imunoterapia ndo age como a quimioterapia que combate diretamente as

células do cancer, mas aumenta a atividade do sistema imunoldgico impedindo o seu
desenvolvimento. Foi comprovada a auséncia de efeitos colaterais de substincias anti-
cancer, como o B-glucano extraido de cogumelos e vegetais, mesmo quando usadas
durante longos periodos (MIZUNO, 1995). A partir da elaboragdo de campanhas no
sentido da orientag@o da populagdo sobre os cuidados com o cancer, foram selecionados
12 mandamentos para evitar o cancer (MIZUNO, 1995):

— Utilizar alimentos contento todos os nutrientes;

— Evitar repetir sempre os mesmos alimentos;

— Evitar comer em excesso;

— Evitar bebidas alcoolicas em excesso;

— Naéo fumar;

— Comer muitas verduras e alimentos ricos em vitaminas e fibras;

— Evitar ingerir muito sal;

— Nao comer alimentos muito quentes ou partes muito queimadas;
19



— Nao ingerir alimentos com sinais de mofo;

— Nao se expor excessivamente ao sol;

— Evitar cansar-se ou ficar estressado em demasia;
— Manter a higiene corporal.

Além destes fatores ambientais que sdo de suma importancia para a prevengdo do
cancer, existem produtos farmacologicos que podem funcionar como quimiopreventivos.
Num sentido mais amplo, estes produtos sdo divididos em duas categorias principais:
aqueles que previnem a iniciacdo do processo de carcinogénese, através do bloqueio das
mutagdes, ou seja, utilizando agentes bloqueadores que genericamente sdo chamados de
antimutagénicos; e aqueles que interferem sobre a promog¢do ou progressdo das lesoes
que foram previamente fixadas, ou seja, agentes supressores ou anticarcinogenos (SILVA
et al., 2003).

Nos casos em que o cancer foi instalado, a pessoa deve passar por uma série de
exames para indicar qual o tratamento mais adequado para o tipo encontrado. Este pode
ser feito através da cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia, transplante de
medula dssea, no caso da leucemia e a imunoterapia. Cada tratamento pode ser utilizado
de forma isolada ou combinada, dependendo do tipo celular do 6rgdo de origem e do grau
de invasdo do tumor (INCA, 2004).

O A. brasiliensis ¢ utilizado popularmente para prevengdo do cancer e no
tratamento como forma de imunoterapia, pois ele ¢ capaz de estimular as células do
sistema imune que estdo enfraquecidas com a doenga, fazendo com que o proprio

organismo do doente elimine as células cancerosas (GHONEUM et al.,1995).
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3. Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese
do Departamento de Genética/Faculdade de Medicina/USP, Ribeirdo Preto - SP,
compreendendo cultura de linfocitos de sangue periférico humano e aplicagdes de testes
para detectar a acdo do extrato do cogumelo A. brasiliensis no controle das alteragdes
celulares. As analises dos resultados foram realizados em Laboratorios do Instituto de

Biologia/UFPel, sendo submetidos por tltimo, as analises estatisticas.

3.1. Culturas de linfdcitos de sangue periférico humano

As culturas de linfécitos de sangue periférico humano foram preparadas, através
da coleta de sangue venoso de trés pessoas do sexo feminino, com idade entre 20-30
anos, retirando-se 10mL de cada individuo em tubos Vacuntainer heparinizados. O
sangue coletado permaneceu em repouso em local fresco e abrigado da luz para que
ocorresse a sedimentagdo. Em seguida, a camada de plasma, juntamente com a de
linfocitos, foram retiradas com movimentos circulares para obtengdo de hemacias e
maior concentragdo de linfocitos. Esta mistura foi transferida para um tubo de ensaio
através do auxilio de uma pipeta pasteur, sendo esse material utilizado na semeadura das
culturas.

Os linfécitos e as hemacias foram homogeneizados e aproximadamente 15 gotas
foram semeadas em 5mL de meio de cultura completo (ANEXO 1), constituido por
77% de meio RPMI - 1640 (Sigma), 20% de soro bovino fetal (Culturab) e 3% de
fitohemaglutinina (Gilbro). O tempo de incubacao total das culturas, a 37°C, foi de 50

horas.

3.2. Substancias utilizadas
As substancias utilizadas foram baseadas em referéncias bibliograficas, na qual

se utilizou uma substancia mutagénica e o cogumelo A. brasiliensis.

3.2.1. Agente mutagénico
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A substancia utilizada como controle positivo foi a adriblastina, RD (cloridrato
de doxorrubicina), do laboratorio Eurofarma, com embalagem de 50mg de cloridrato de
doxorrubicina a forma de p6 liofilizado. A dose utilizada foi de 0,15g por mL de
cultura, sendo administrada uma hora apods as culturas terem sido tratadas com a

solucdo de A. brasiliensis.

3.2.2. Solucéo de Agaricus brasiliensis

O cogumelo foi obtido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas/UNESP,
Botucatu - SP. Os cogumelos secos foram moidos e extratos aquosos foram preparados
a partir do po (7,5g em 100mL de agua esterilizada) a duas diferentes temperaturas: 4°
e 25°C, com repouso de uma e duas horas, respectivamente. Apds, os extratos foram
submetidos a uma pré-filtragem com a utilizacao de papel-filtro, sendo logo em seguida
filtrados em milipore. A quantidade de extrato aquoso utilizado para os pré-tratamentos

foi de 100pL quando as culturas completaram 23 horas de incubagao.

3.3. Grupos de tratamento
- Controle negativo
- Controle DXR: 0,15pug por mL de meio de cultura
- Solug¢do de A. brasiliensis a 4°C
- Solug¢do de A. brasiliensis a 25°C
- Solug¢do de A. brasiliensis a 4° + DXR
- Solug¢do de A. brasiliensis a 25° + DXR

O protocolo seguido foi:
Coleta de aberracoes

cromossOmicas e teste

A. brasiliensis cometa
Semear
DXR
Oh 23h  24h 50h

A metodologia utilizada para avaliar o efeito antimutagénico de A. brasiliensis,

¢ demonstrada esquematicamente, todas as etapas, na Figura 2.
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