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RESUMO

A cada ano, 10 milhdes de pessoas tem diagnostico positivo de cancer no mundo e
destes 12% evoluem para morte. A estimativa € de que até o ano de 2020 serdo 15 milhdes
de novos casos por ano (OM S, 2004). Diante disso, diversos estudos estdo sendo realizados
na tentativa de se identificar as possiveis causas desse aumento desordenado, das véarias
formas de cancer, buscam-se alternativas para tratamentos. Ganoderma lucidum é um
cogumelo medicinal amplamente empregado no Oriente para o tratamento de diversas
doengas, inclusive o cancer. Este trabalho tem por objetivo avaliar as propriedades
farmacoldgicas do G. lucidum e sua acédo antitumoral em organismos Vivos (ratos Wistar)
inoculados com Tumor Walker 256 e alimentados com ragdo suplementada com 25% de G.
lucidum obtido por fermentacdo em estado sdlido (racdo G25). O grupo experimental
constituiu de ratos Wistar de 90 dias que foram divididos em 4 grupos de acordo com o
inicio da suplementacdo alimentar com a racdo G25. Todos os grupos foram inoculados
com Tumor Walker 256 no dia zero. O grupo Controle (GC) foi alimentado com racéo
normal, o grupo profildico GP iniciou a alimentagdo suplementada 30 dias antes da
inoculagdo do tumor, o grupo tratamento GT iniciou a alimentagdo suplementada no
mesmo dia da inoculagdo do tumor, o grupo tratamento retardado GTR iniciou a
alimentacdo suplementada 10 dias ap0s a inoculagdo do tumor. Com relagdo a inibicéo
tumoral, observou-se reducdo significativa nos grupos GT (61%) e GTR (42%) sendo que 0
grupo GP também obteve valores de 35%. Como parametro histologico foi avaliado o
indice mitético nos diferentes grupos estudados. Observou-se no grupo controle um indice
de mitose celular de 29,4 mitoses por campo no grupo tratamento esse indice foi de 6,4.
Essa diferenca estatisticamente significativa mostra que o grupo controle apresenta um
prognostico reservado, alta malignidade. Quando oferecida de forma terapéutica a racéo
suplementada com G. lucidum, observou-se a diminuicdo da agressividade tumoral, o
indice mitético diminuiu para 6,4. Sugere-se gue provaveis principios ativos possam ter
inibida a proliferacdo de células malignas induzindo a apoptose. O presente estudo
corrobora a percepcdo da comunidade cientifica a respeito das propriedades antitumorais
do G. lucidum administrado em altas doses em suplementacdo animal. O caminho a ser
seguido éisolar e purificar as substancias ativas nesse processo para que no futuro possa-se
ter mais uma alternativa para o combate ao cancer em seres humanos.

PALAVRAS CHAVES: Tumor Walker 256; Ganoder ma lucidum; Propriedades
antitumorais.
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ABSTRACT

Every year, 10 million people are diagnosed positive for cancer in the world, representing
12% of deaths. According to estimates of the WHO, by 2020 there will be 15 million
additional cases per year (WHO, 2004). In view of this, a number of new studies have been
carried out in an attempt to identify the possible causes of such disordered increase of the
various forms of cancer, and alternatives for treatments are been saught. Ganoderma
lucidum is a medicina mushroom widely used in the Eastern world in the treatment of
various diseases, including cancer. The present work aims at evaluating G. lucidum's
pharmacological properties and its tumoral action in live organisms (Wistar rats) inoculated
with Walker 256 Tumor and fed on a ration supplemented with 25% G. lucidum obtained
through solid state fermentation. The experimental group consisted of 90 days old Wistar
rats which were divided into 4 groups according to the day they started their food
supplementation with G25 ration. All groups were inoculated with Walker 256 Tumor on
day zero. The Control group (CG) was fed a normal ration, the GP group began to receive
the supplemented ration 30 days before tumor inoculation, the GTR group began to receive
the supplemented ration 10 days after tumor inoculation. As far as tumor inhibition is
concerned, it was possible to observe a significant reduction in groups TG (61%) and GTR
(42%) besides group GP also attaining values around 35%. The counting of cellular mitosis
was carried out as a parameter in the various groups under study. In the control group, a
29.4 index of cellular mitosis was observed; in the treatment group this index was 6.4. This
statistically significant difference shows that the control group presents a highly malignant
reserved prognosis. When the ration supplemented with G. lucidum was offered as a
therapeutic procedure, we observed a decrease in the tumor’s aggressiveness, the mitotic
index decreased to 6.4. It was possible to observe that the active principle of G. lucidum
directs physiological stimuli of the cellular apoptosis to inhibit the proliferation of malign
cells. The present study ratifies the feeling the scientific community has about the
antitumoral activities of the G. lucidum when administered in high dosages in animal
supplementation. The path to be followed is to isolate and purify the active substances in
this processin order that in the future we can have another alternative for fighting cancer in
humans.

KEY WORDS: Walker 256 Tumor; Ganoderma lucidum; Antitumoral properties.



13

1INTRODUCAO:

Os fungos constituem um reino muito grande de organismos encontrados em
diversos nichos ecol6gicos. Hawksworth (1991) fez uma estimativa que no mundo inteiro
existam cerca de 1,5 millhdo de espécies de fungos. Todavia, até o presente foram descritas
apenas cerca de 69000 espécies. A tremenda discrepancia entre o nimero de espécies
conhecidas versus espéci es estimadas parece relacionar-se ao fato de que a amostragem dos
fungos, em muitas partes do mundo, mais especificamente em regides tropicais e
subtropicais, tem sido inadequada. H4 uma certa urgéncia na documentacdo desses
organismos.

Com relagéo a compostos para uso na medicina produzidos por fungos destacam-se
0s agentes antibacterianos conhecidos como penicilinas. Inicialmente a penicilinafoi obtida
com fins comerciais do mofo Penicillium chrysogenum. Detal hes relacionados a descoberta
das propriedades antibacterianas deste mofo, pelo microbiologista britanico Alexander
Fleming em 1928 e o subsequente desenvolvimento da penicilina como a primeira droga
antibidtica, pode tornar-se uma leitura muito produtiva (WILSON, 1976; MACFARLAND,
1984; HOBBY, 1985). Outro importante grupo de compostos fungicos relacionados as
penicilinas sdo as cefalosporinas, produzidas por Cephalosporium acremonium. Esses
compostos, como as penicilinas, matam as bactérias por inibir as enzimas envolvidas na
biossintese de parede.

Um outro composto fungico, que se destacou sobre a cena biomédica em anos
recentes, € a ciclosporina. Sob os nomes fantasias de “ Sandimman” e “Sandimmune’, este
composto é um agente imunosupressor extremamente potente. Devido a disponibilidade da
ciclosporina, certos transplantes de 6rgéos séo considerados hoje como procedimentos de
rotina. Essse composto foi descoberto no inicio dos anos 70 em Cylindrocarpon lucidum e
Tolypocladium inflatum (BOREL, 1982), dois fungos que foram isolados de amostras do
solo. Enquanto a descoberta de novos compostos de origem fungica importantes tem
diminuido nos dltimos anos, h& pouca divida que muitas outras drogas fungicas estéo por
ser descobertas na natureza. Por exemplo, Stone, (1993) pesguisador em Montana isolou

uma nova espécie fungica que € capaz de produzir taxol, uma droga normal mente obtida da
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casca da arvore de teixo de suprimento limitado, que tem mostrado ser promissor no
tratamento de céncer ovariano.

Extratos de cogumelos vém sendo cada vez mais comercializados como
suplementos de dietas baseados na idéia, geralmente com informacfes pobres, de que eles
aumentam as fungdes imunol dgicas e promovem a mel horia da salde.

Para mudar isso, nos Ultimos anos, o valor nutritivo e terapéutico de cogumelos e
seus derivados vém sendo extensivamente pesquisados, embora a milenar medicina chinesa
j& os empregue em uma grande variedade de situactes (JONG e BIRGHMAN, 1992).

Cogumelos medicinais tém uma histéria estabelecida de uso na terapia tradicional
oriental. Historicamente, fracBes hidro-solUveis de cogumelos sdo usadas na medicina no
oriente, onde o conhecimento e a prética no uso foi originada. Cogumelos como o
Ganoderma lucidum tem sido colhidos e usados por centenas de anos na Coréia, China,
Japdo e Russia oriental.

Nesses paises prescrevem-se cogumelos para o tratamento de varias doengas como
diabetes, Ulceras gastricas, hipertensdo arterial sistémica e neoplasias (KIM et a., 2002).

Assim, os metabdlitos dos cogumelos tém sido utilizados para vérios tratamentos
particularmente na forma de adi¢cdo na dieta.

Varios pesguisadores tém comprovado a acdo antitumoral dos cogumelos,
sugerindo que 0os mesmos induzem uma acdo imunomoduladora. Tanto a massa micelial
quanto corpos de frutificagdo demonstram potente efeito anticarcinogénico (BAO et d.,
2001; BEAUX et al.,1997). Em especial, os polissacarideos do grupo das R3-glucanas,
demonstraram agdo sobre uma série de eventos biol 6gicos (WASSER, 2002).

A forma de acdo parece ser de acordo com a modulacdo da resposta imunologica
sofrida pelo organismo hospedeiro, sendo ativadas varias células imunocompetentes, como
macrofagos, células T e células dendriticas (CAO; LIN, 2003; LEE et al., 2003).

G. lucidum é um basidiomiceto pertencente a familia Polyporaceae, popularmente
chamado de “Lingzhi” ou “Reishi”, de acordo com a denominagdo chinesa ou japonesa
empregada. Seu corpo de frutificagdo tem sido usado na medicina chinesa por mais de 2000
anos desde a dinastia Ming (ZHANG et al., 2002b). Ele é utilizado de diversas formas em
bebidas ou capsulas como suplementos alimentares ou medicamentos (CHIU et al., 2000).
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Muitos estudos tém demonstrado, in vitro, que metabdlitos de G. lucidum sdo
capazes de modular a resposta imunolégica e inibir o crescimento de células neopléasicas
(MIZUNO et d., 1996). O exopolissacarideo (EPS) foi testado em vaérias linhagens de
tumores humanos e verificou-se efeito inibidor de até 80% (LIU et al., 2002). Células T
humanas cultivadas na presenca de EPS apresentaram incremento proliferativo e estimulo
na secrecao de interleucinas (CHUNG et al., 2001; LEE et a., 2003). Entretanto, apesar do
seu largo uso no beneficio da salde, ha pouca informagdo a respeito de seus possiveis
efeitos tdxicos (BEROVIC et al, 2003).

Na atualidade, as principais causas de morte nos paises desenvolvidos e em muitos
paises em desenvolvimento estdo fortemente atreladas a dieta que o individuo tem ao longo
de sua vida Obesidade, diabetes melitus, arteriosclerose, canceres de intestino sdo
exemplos de patologias que impactam sobremaneira na vida e economia mundial, pois o
tratamento dessas doencas, ja instaladas, demanda além do desgaste fisico e emociona das
pessoas envolvidas, quantias consideraveis de dinheiro. Evidéncias cientificas indicam que
para se reduzir o risco dessas doencas € necessario a mudanca dos hébitos alimentares,
incluindo na dieta substancias capazes de modular as fungbes organicas das pessoas
(MUTO et al.,1989).

Assim, buscam-se alimentos que tenham, além de seu valor nutritivo, propriedades
terapéuticas. Nesse contexto, os cogumelos possuem papel de destague, sendo que muitos
produtos sdo formulados a partir de seu corpo de frutificagdo e outros mais a partir de seus
€sporos.

Além disso, os cogumelos sdo facilmente propagaveis vegetativamente,
possibilitando sua obtencdo em curtos periodos de tempo quando em condicdes
controladas. Seu micélio pode ser estocado durante longos periodos de tempo mantendo
suas caracteristicas genéticas. Outro aspecto a ser ressaltado € que ele pode se propagar em
residuos provenientes da agroinduistria gjudando assim no processo de decomposicéo de
matérias que podem ser danosas ao meio ambiente (WASSER, 2005).

Deve-se lembrar, entretanto, gue muitas espécies de cogumelos tém a habilidade de
concentrar e acumular metais, desta forma, altos indices de componentes toxicos poderiam
anular qualquer beneficio a salde que uma dieta rica em cogumelos poderia conferir
(BORCHERS et a. 2004).
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Os metais pesados encontrados em cogumelos normalmente sdo oriundos da agua
de irrigacdo. Chiu et al. (2000), ao analisarem o corpo de frutificacdo de Ganoderma,
encontraram um contetido protéico de 68,9%, uma quantidade de glicose de 11,1% e metais
pesados em torno de 10,2% .

O Ganoderma, devido as suas propriedades medicinais evidenciadas em diversos
trabalhos cientificos (WASSER e WEIS, 1999), vem ganhando importancia em diversos
paises gue utilizam os cogumelos, principalmente, como nutracéutico. Esse termo é usado
para uma nova classe de subprodutos que sdo obtidos de frutificagdes (cogumelos) ou do
micélio, minimamente processados, e encapsulados para serem consumidos como
suplementos dietéticos com proposito terapéutico. As frutificacbes produzidas pelo fungo
podem também ser consumido in natura, constituindo um alimento muito apreciado em
diversos paises, pelo seu sabor, tornando-se assim um alimento funcional ou nutracéutico
(CHANG e BUSWELL, 1996).

Na preparagdo dos nutracéuticos sdo utilizadas frutificacdes em diferentes estagios
de maturacdo, fato que pode influenciar na qualidade desses subprodutos. Pesquisas ja
foram redizadas envolvendo outras espécies de fungos relacionando os estagios de
maturagdo e a quantidade de substancia ativa, tendo verificado, por exemplo, que existe
variagdo no teor, na estrutura e na atividade biolégica das 3-glucanas (MINATO et a.,
2001; MOL, 1989). A producéo e o desenvolvimento de nutracéuticos de qualidade requer
um conhecimento adequado dos componentes com atividade terapéutica, assm como um
controle da qualidade dos produtos finais obtidos a partir do fungo.

Segundo Chang (2000), em 1999, o mercado mundial de cogumelos movimentou
cerca de US 6 hilhdes e os EUA movimentaram cerca de US 35 milhGes no comércio de
cogumelos medicinais e subprodutos. A producgéo e as exportacdes no Brasil, que € um dos
maiores produtores mundiais de cogumelos, aumentaram nos Ultimos anos, passando a sua
producdo/exportacdo em 1996 de 7.440 Kg para 32.602 Kg em 2001, porém houve um
decréscimo para 20.072 Kg em 2003 (CACE, 2001, 2004).

O interesse nas diferentes espécies é devido as propriedades anti-mutagénicas, anti-
tumorais, antivirais, anti-trombatica, hipocolesterolémica, hipolipidémica e anti-oxidante,
atividades essas relacionadas a uma ampla gama de substancias, como ésteres, acido

linoléico e oléico, proteinas, enzimas, vitaminas e polissacarideos (BRUM, 2005; CHEN et
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a., 2004; DELMANTO et a., 2001; EGUCHI et a., 1999; GUTERREZ et a., 2004,
HUANG et al., 2004; LUIZ et al., 2003; MATSUI et a., 2003; STAMETS, 1997,
WASSER; WEIS, 1999).Dentre essas substéncias ativas, os polissacarideos, como as 3-
glucanas, os heteropolissacarideos e as glicoproteinas, sdo 0s principais responsaveis pela
atividade antitumoral.

As 3-glucanas so constituintes naturais da parede celular de bactérias, fungos e
plantas, diferindo entre si pelo tipo de ligaces e ramificacOes, caracteristicas que Ihes
conferem estruturas especificas e agdes biol dgicas distintas, sendo, portanto, a caracteristica
estrutural um fator fundamental para a agdo das R3-glucanas no sistema imunol6gico
(JONG, 2002). Esses e outros aspectos tém estimulado os pesquisadores a estudar mais e
mais suas propriedades e formas de utilizagdo. Métodos de cultivo também sdo objetos de
estudo para cada vez mais se otimizar a producéo de [3-glucanas.

G. lucidum, dessa forma, deve ser encarado ndo s6 como um alimento, mas sim
COmO um organismo que pode nos mostrar um pouco mas sobre suas diferentes
propriedades que ha milénios fascinam a humanidade.

G. lucidum contribui para importantes atividades farmacoldgicas, principalmente
como agente imunomodulador, antitumoral, hipocolesterolémico e antioxidante
(WACHTEL-GALOR et a., 2004). Os produtos naturais derivados de G. lucidum
geralmente sdo extratos aquosos obtidos a partir do corpo de frutificagéo, sendo compostos
de misturas complexas que podem conter toxinas ou metais pesados (CHIU et al., 2000). O
desenvolvimento do corpo de frutificac8o pode levar até seis meses, de forma que o cultivo
micelial de G. lucidum se apresenta como uma aternativa vidvel para a obtencdo de seus
principios ativos em curto espaco de tempo e sob condi¢bes controladas (YANG; KE;
KUO, 2000).

Atualmente, a radioterapia, a quimioterapia e a remoc¢do cirurgica constituem as
formas de tratamento convencionais contra o cancer. Pelo fato desses procedimentos se
mostrarem extremamente agressivos para O paciente, a procura por novos agentes
antineoplésicos, de preferéncia com acdo imunomoduladora, tem se intensificado nas
Ultimas décadas (WA SSER, 2002).
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A arteriosclerose representa uma das principais causas de morte no mundo
ocidental. A principal estratégia no controle dessa doenca e nos disturbios cardiovasculares
dela decorrentes, é o controle dos niveis plasméticos de colesterol (LUZ, 1993).

Diante do exposto, extrair, purificar e analisar as biomoléculas com atividade anti-
cancerigena, presentes no G. lucidum € um estudo de grande relevancia. Devido a sua
importancia como matéria prima para a producdo de um novo farmaco objetivando o
tratamento de neoplasias, assim como e ndo menos importante, um estudo que possibilitara
agregar valor a um produto de origem brasileira que € exportado em grandes quantidades e
na forma bruta (cogumelo seco).

20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo avaliar as propriedades do G. lucidum e
sueus efeitos antitumorais em organismos vivos (ratos Wistar) inoculados com Tumor
Walker 256 e aimentados com racdo suplementada com 25% de G. lucidum obtido por

fermentacdo em estado solido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar G. lucidum por fermentacdo em estado solido, empregando gréos de trigo
como substrato.
Avaliar o potencial imunomodulador e antitumoral da racdo suplementada com

25% de G. lucidum em ratos Wistar sadios e inoculados com tumor Walker 256.



19

3REVISAO DE LITERATURA

3.1 IMPORTANCIA DE G. lucidum

Do ponto de vista taxondmico, a maioria dos cogumelos pertencem as classes
Basidiomycetes e Ascomycetes. Constituem um grupo de organismos muito grande e
heterogéneo encontrado virtualmente em qualquer nicho ecol dgico.

Os fungos sdo seres eucari6ticos atamente eficientes na degradacdo de uma ampla
gama de substratos, podendo apresentar-se sob a forma leveduriforme, formar um
pseudomicélio ou constituir hifas, que podem se agrupar ou justapor-se, porém nunca
formando um tecido verdadeiro. Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de
fungos, sendo que destas, apenas cerca de 69 mil foram descritas. Excluindo-se 0s insetos,
os fungos constituem 0s mais numerosos seres vivos do planeta (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004).

Os fungos sdo responsaveis pela producdo de importantes &cidos organicos, como o
&cido citrico; pela producdo de farmacos, como alguns antibioticos, pela produgdo de
enzimas de interesse industrial e de elevado valor econdémico, destacando-se as celulases,
lacases, xilanases, pectinases e amilases; pelo controle bioldgico de insetos-pragas da
agricultura, pelo controle de inimeras moléstias que atacam plantas cultivadas e pela
producdo de etanol. Mais ainda, sem os fungos néo existiriam produtos fermentados como
as cerveas e vinhos, queijos dos mais diversos tipos e muitos outros alimentos nos quais
esses organismos tém papel de destaque em sua producdo (ESPOSITO e AZEVEDO,
2004).

As propriedades medicinais ou nutracéuticas de alguns cogumelos (corpo de
frutificacdo de certos fungos) também vém incrementando o seu valor agregado. Os
cogumelos ja eram utilizados desde os tempos mais remotos com finalidades medicinais
para combater hemorragias, colicas, feridas, asma e outros problemas (TABELA 1).
Algumas tribos indigenas brasileiras usavam Pycnoporus sanguineus (orelha-de-pau, cor

vermelho intenso) para a cicatrizagdo de feridas (BONONI et al., 1995).



Tabela 1 - Utilizagdo de cogumel os na medicina popul ar

Espécie

Claviceps purpurea
Polyporus suaveolena
Fomes officinalis

F. fomentarius
Pycnopor us sanguineos
Polyporus coccineus
Geastrum saccatum
Trametes cupreorosea
Ustilago maydis
Calvatia cyathiformis
Citocybe gibba
Fomitopsis pinicola
Auricularia fuscosuccinea
Ganoderma lucidum

G. applanatum
Lentinula edodes
Coprinus comatus

Calvatia gigantea

Uso

gjuda em partos
Tuberculose, sudorese noturna

Purgante, tubercul ose, sudorese noturna, diurético
Hemorragia

Hemoptise, verrugas

Hemorragia, distdrbios uterinos

Hemorragia, disturbios uterinos

Doencas proprias do sexo feminino

Espinhas, escorioses, queimaduras, gjuda em partos
Cicatrizante, coagulante

Febre

Hemorragia

Fortificante da circulacdo sangliinea

Tonico, inflamagdes, diurético

Cancer esofégico

Evita doencas causadas pela falta de vitamina D

Hemorréidas

20

Inflamaca&o, sangramentos, limpeza dos pulmdes e garganta

FONTE: BONONI et al., 1995.

O estudo de basidiomicetos produtores de polissacarideos com atividades

imunofarmacoldgicas vem sendo realizado desde o fina da década de 60, sendo que o

crescente interesse em algumas espécies de cogumel os, devido a seus atributos medicinais e

ténicos, tem contribuido para intensificar o desenvolvimento de pesquisas para avaiar tais

propriedades medicinais, bem como a natureza da agdo dos compostos presentes nesses
cogumelos (MATHEUS e OKINO, 1999). Chang, em 1993, afirmou que produtos com

propriedades medicinais ou ténicas movimentaram no ano de 1991 uma cifra de US$ 1,2

bilhdes no mundo.
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O fungo G. lucidum é amplamente utilizado como panacéia, pelos chineses, hAmais
de dois mil anos. Atualmente varios grupos de pesquisadores da China, Estados Unidos,
Tailandia e outros paises estdo estudando as propriedades medicinais de polissacarideos e
triterpendides de vérias espécies do género Ganoderma. Tais estudos também tém
demonstrado atividade biol6gica anti-cancerigena, além de atividade hipotensiva e

hipoglicémica.

3.2 HISTORICO DE G. lucidum

O termo Ganoder ma advém do grego (ganos=brilho; derma=pele), em funcdo das
espécies tipicas desse género apresentarem uma superficie brilhante e com aspecto
envernizado. Denominam-se os representantes deste grupo como G. lucidum, embora
estudos taxondmicos tenham demonstrado a existéncia de centenas de espécies diferentes
dentro da familia Ganodermatacea.

Esses cogumelos sdo conhecidos ha milénios no oriente e dependendo da regido,
adquirem nomes préprios como “Lingzhi” na China e “Mannentake” ou “Reishi” no Japéo.
Eles sdo considerados “ervas da longevidade e da boa fortuna’. A forma mais comum de
consumo € o cha em que 0 extrato aquoso € indicado para uma série de enfermidades
devido as suas propriedades medicinais, como acdo diurética, antinflamatoria,
antimicrobiana, anti-hemorrégica, sedativa, cardioténica e agdo hipotensiva (MIZUNO,
2004).

Antigos textos chineses identificam seis grupos de Ganoderma em funcdo de sua
coloragdo. Segundo esses manuscritos, cada cor confere qualidades Unicas a cada tipo. O
vermelho é o mais conhecido, o qual apresenta corpo de frutificagdo riniforme, formando
semicirculos; coloragdo marrom-avermelhada com aspecto lacado, ou sgja, com um lustro
semelhante a verniz e haste de sustentagdo. Outros tipos citados sGo o branco, violeta,
amarelo, verde e preto.

Estudos mais recentes tém demonstrado agdo antitumoral e imunomoduladora de
polissacarideos extraidos de G. lucidum, além de vérios outros principios ativos, como um
grupo de terpendides genericamente relatados como é&cidos ganodéricos (GAS), com

marcada atividade antiviral e inibidora de agregacdo plaguetaria. Esses metabdlitos sdo
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fontes promissoras para 0 desenvolvimento de novos produtos na indlstria farmacéutica e
de alimentos (WASSER, 2005).

3.3 TAXONOMIA E CARACTERISTICASFENOTIPICAS

O género Ganoderma foi estabelecido em 1881 por Peter Adolf Karsten, um
renomado micologista finlandés. Na época, e€le incluiu apenas uma espécie de fungo:
Polyporus lucidus, o qual havia sido descrito no século XVI pelo botanico inglés William
Curtis (KARSTEN, 1881).

A classificacdo dos fungos deste género € confusa, gerando ainclusdo de centenas
de espécies inadequadamente nesse taxon (MURRIL, 1902; BUCHANAN, 2001). Com o
crescimento das pesguisas e do interesse comercial que este género vem despertando, h&
uma tentativa de identificdlo mais acuradamente, principamente com o propésito de
protecdo de patentes.

A familia Ganodermataceae foi criada por DONK em 1933 para incluir fungos
poliporos caracterizados por basidiosporos com dupla parede. Mais tarde, Julich (1981)
introduziu o nome ordinal Ganoder matal es.

Embora caracteristicas fenotipicas sejam fundamentais para a triagem inicia dos
isolados, uma classificagdo unicamente em dados morfologicos e culturais pode gerar

dlvidas.

3.4 CARACTERES MORFOLOGICOS

3.4.1 Macromorfologia

O desenvolvimento do basidiocarpo (corpo de frutificacdo) € geralmente anual e
pode levar de 3 a 6 meses, dependendo da linhagem, substrato de cultivo e fatores biéticos
e abiéticos (URBEN, 2004). In natura, troncos de arvores constituidas por madeiras duras
s80 as plantas-hospedes usuais do G. lucidum, mas algumas espécies tém sido coletadas de
coniferas (SEO e KIRK, 2000). O basidiocarpo pode ser sustentado por uma haste (estipe),

ou ser séssil, e se apresentar umbilicado ou ndo umbilicado (SHIN et al., 1986). As
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dimensdes e a cor do basidiocarpo mostram diferencas significativas entre as espécies,
sendo que a maneira da estipe se ligar ao pileo e ao hospedeiro também apresenta variagao.
O pileo do basidiocarpo normal é ligado lateralmente ao estipe, mas ligagdes tipo
excéntrica, central e séssil também sdo produzidas. Caracteristicas da estipe, incluindo tipo
de ligagdo, didmetro e comprimento, sdo consideradas ferramentas Uteis para diferenciacéo
das espécies (RYVARDEN,1991).

A caracteristica lacada do pileo e estipe tem sido amplamente empregada na
taxonomia de Ganoderma. De acordo com os conceitos tradicionais, a superficie de
Ganoderma tem aspecto lacado, sendo o que o diferencia do género Amauroderma.
Entretanto, algumas espécies de Amauroderma tém sido reportadas como lacadas (A.
austrofujianense e A. leptopus), enquanto que algumas espécies de Ganoderma se
apresentam sem laca (G. mongolicum).

Contudo, a caracteristica de laca, embora ndo desempenhe um papel importante na
separacdo das espécies, permanece como auxilio viavel na identificacdo da familia
Ganodermataceae (SEO e KIRK, 2000).

A figura 1 ilustra alguns individuos tipicos do complexo G. lucidum, com diferentes
feitios e aspectos morfolégicos. A cor da estrutura interna (contexto) varia de branco ao
marrom escuro, se apresentando mutével, especialmente em isolados secos, dentro de uma
mesma espécie. O tamanho e formato dos poros sdo, também, caracteres (teis na
classificacdo das espécies (CORNER, 1983; ZHAO, 1989).

3.4.2 Micromorfologia

O sistema de hifas é geramente trimitico (dividido em trés séries), ocasionalmente
dimitico. As hifas sdo hialinas de paredes finas, ramificadas, septadas ou nédo, formando
alcas entrelacadas. Hifas esqueléticas se apresentam sempre pigmentadas, pouco
ramificadas, com paredes grossas sofrendo influéncias de fatores ambientais (SEO e KIRK,
2000). O basidio apresenta dimensdes grandes e formato em forma de clava a piriforme,
com quatro esterigmas, um apéndice hilar e um a dois vacuolos.

Os basidiosporos possuem dupla parede, ovoides-eipsbides, ocasionalmente

ovoides-cilindricos, sempre truncados no apice, de coloracdo acastanhada, apresentando
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vacuolos. A espessura da parede ndo apresenta uniformidade, pois, aregido do dpice € mais
espessa que a base. A dupla parede € muito distinta, com a parte externa hialina e mais fina
e ainterna usua mente avermelhada e grossa.

Os basidiosporos tém um apéndice “hilar” excéntrico sobre uma base circular, a superficie
é lisa ou enrugada, sendo que na grande maioria ocorrem peguenas depressoes superficiais.
Os basidiésporos, de espécimes crescidas naturalmente no Japdo medem 8,5-11x 6,5 x 8,5
pum (média 10,1 x 7,5 um) (SEO e KIRK, 2000).

Figura 1: Ganoderma lucidum
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Figura 1: Ganoderma lucidum(continuacéo)

Fonte: SNOWARSKI, M. 2006

3.5 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS FUNGOS

Um exemplo de polissacarideo ja comercializado € o “Krestin”, nome comercial do
polissacarideo PSK, extraido do micélio de Trametes versicolor. O PSK € administrado via
oral em tratamentos de cancer do sistema digestivo, de mama e pulmonar, movimentando
cifras de US$ 556 milhdes anuais no Japdo. Polissacaropeptideo (PSP) também foi extraido
do micélio de T. versicolor e descrito como substancia modificadora da resposta biol6gica
no tratamento de cancer. E semelhante quimicamente ao PSK, diferindo apenas quanto a
presenca de alguns monossacarideos na sua constituicdo (MATHEUS e OKINO, 1999). Na

TABELA 2 é mostrado algumas espécies de interesse medicinal e suas aplicacdes.
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TABELA 2 - Espécies de basidiomicetos com atividades medicinais e suas aplicacoes

Fungos
/Basidiomicetos

Agaricus blazei

Flammulina vel utipes

Gonoderma lucidum

Grifola frondosa

Hericium erinaceum

Lentinula edodes

Tremella spp.
Tricholoma lobayense

Volvariella spp.

Aplicagdes

Acdo anti-cancerigena.

diminuicdo do colesterol.

potencializador do  sistema
imunol 6gico, efeitos
cardiotonicos, acao anti-

cancerigena, hipoglicémico.

diminuicdo do colesterol, acéo

anti-cancerigena, reducdo da
pressao sanguinea, anti-
diabético.

Acdo anti-cancerigena.

Imunopotencializador, efeito
anti-cancerigeno, efeito contra
HIV.

efeitos tonicos
Acdo anticancerigena

efeitos cardioténicos

3.6 i-D-GLUCANAS EM FUNGOS

Referéncia

Mizuno et al. (1990a, 1990b)

Miles & Chang (1997)
Hikino et al. (1985), Miles e
Chang (1997), Jong &
Birmingham (1992)

Kubo et a. (1993), Kubo &
Nanba (1996), Stamets

(1993)

Mizuno et al. (1992)

Chihara (1992), Jong &
Birmingham (1992), Mizuno
et al. (1992)

Miles & Chang (1997)

Liu et al. (1995, 1996)
Miles & Chang (1997)

As 3-D-glucanas foram identificadas pela primeira vez ha 40 anos, e suas atividades

imunomoduladoras, anti-tumoral e antinflamatérias tém sido amplamente estudadas e
utilizadas na pratica. A maioria das 3-D-glucanas com atividade biol6gica sdo derivadas de
fungos, particularmente as leveduras e estas substancias séo denominadas de modificadores
da resposta biologica (BRM, Biological Response Modifier), pois interagem e modificam a

resposta imunolégica (biorregulacdo) do hospedeiro, controlam a homeostase, regulam o
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biorritmo, previnindo vérias doencgas (DIJKGRAAF et a., 2002; JONG, 2002; ROSS et d.,
1999; WASSER; WEIS, 1999).

Desde 1940, cientistas vém pesguisando um produto obtido a partir da levedura
Saccharomyces cerevisiae, comercializado como Zymosan® na Europa. Este produto inclui
a parede celular da levedura, e é constituido por proteinas, lipidios e polissacarideos, com
capacidade de ativar células independentemente do tipo de agente agressor (virus, bactérias,
fungos, parasitas ou células tumorais).

Em 1960, foi descoberto que a substéncia ativa da levedura era o polissacarideo (3
D-glucana, e em 1975, este composto foi testado na forma injetavel, em nove pacientes
com cancer maligno de pele, no National Cancer Institute, obtendo-se significante reducéo
das lesbes, em curto periodo de tempo (BETA GLUCAN RESEARCH, 2003). As 3-D-
glucanas de S cerevisiae estdo disponiveis em larga escala j4 que esta levedura € um
residuo da industria de fermentacdo cervejeira, e vém sendo muito utilizada como produto
nutracéutico (McGUFFIN, 2005).

Nutracéuticos contendo 3-D-glucanas sdo geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS, Generally Recognized as Safe) pelo Food and Drug Administration (FDA) nos
Estados Unidos, onde sdo comercializados na forma de extratos, capsulas ou tabletes
(BOBEK ; 1997).

No entanto, no Brasil, conforme informe técnico n° 6, de 31 de janeiro de 2003, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os cogumelos, inclusive G. lucidum,
nas formas dessecadas inteiras ou fragmentadas e em conserva sdo considerados alimentos
e estéo dispensadas da obrigatoriedade de registro (Resolugéo n° 23/00).

Quando avaliados e aprovados pela ANVISA, ndo sdo permitidas alegacdes
medi camentosas e ou terapéuticas nos rotulos e no material publicitario dos cogumelos nas
formas consideradas alimentos. As formas de apresentacdo como pos, capsulas, tabletes,
comprimidos e liquidos, dentre outras, ndo sdo considerados alimentos.

Existe polémica no uso de produtos nutracéuticos, quanto a finalidade terapéutica
recomendada aos consumidores, havendo necessidade de estudos das substéncias ativas
para cada espécie, que indiquem a eficacia e seguranca para tais recomendacdes
terapéuticas (HOLT, 1994, ZEISEL , 1999).
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3.7 DESENVOLVIMENTO FUNGICO

No cultivo de uma espécie com o objetivo de produzircorpos de frutificacbes (ou
cogumelos) diversos parametros ambientais devem ser considerados, distintos para
diferentes fungos, tal como atemperatura, umidade, trocas de ar e luminosidade especificos
em cada fase do cultivo.

A primeira fase no processo de cultivo denomina-se incubagdo, ou corrida
miceliana, com duragéo de 30-40 dias e envolve o crescimento miceliano no substrato. A
segunda fase consiste em propiciar 0 desenvolvimento dos primordios, estrutura que
precede a frutificacdo. Para que isso acontega, procedimentos apropriados de inducéo,
geralmente envolvendo modificagbes ambientais, como a adicdo de uma camada de
cobertura ao substrato, e o aumento de ventilagcéo para reducéo da concentragdo de CO2,
um inibidor de frutificagdo, devem ser propiciados. Esta fase denomina-se inducdo. A
terceira e Ultima fase consiste no crescimento do corpo de frutificagdo, que se denominou
inicialmente primordio e que crescendo apresenta diversos estagios tal como: botéo, apos o
cogumelo imaturo (véu fechado, pileo fechado, e esporos imaturos) e por Ultimo o
cogumelo completamente maduro (pileo aberto e esporos deiscentes) (IWADE; MIZUNO,
1997; STAMETS, 2000).

No decorrer do desenvolvimento, as hifas formam os primordios (1 - 2 mm de
didmetro), um agregado de hifas que se orientam para a formagdo do botédo (5 mm de
didmetro), no qual o fungo ja se encontra morfogeneticamente completo, havendo apenas
diferenciacdo do edtipite (pé), pileo e lamelas que sdo estruturas encontradas nas
frutificacbes em maturidade. Estas estruturas desenvolvem-se a partir de um processo de
expansdo das hifas existentes. A expansdo das frutificagdes ocorre apds uma elongacdo
continuada da estipite durante 7 — 8 dias. Depois deste periodo, o pileo se abre, estendendo-
se 0 véu ou anel e apds 0 seu rompimento ocorre a liberagdo dos basidiosporos (esporos)
marrons escuros, durante 2 — 3 dias.

Gunde-Cimerman e Cimerman (1995) verificaram que alovastatina, substancia de
interesse terapéutico, obtida do fungo Pleurotus ostreatus encontra-se distribuida em
diferentes concentracdes no micélio vegetativo, nas diversas fases de maturacdo das

frutificacfes, assim como nas diferentes partes estruturais da frutificacéo, pileo e estipe.



29

3.8 MECANISMO DE ACAO DAS R-D-glucanas

O mecanismo de agdo anti-tumoral das 3-D-glucanas é diferente da quimioterapia
convenciona, ja que atua ativando e reforcando as diversas fungdes imunologicas do
hospedeiro. Constitui-se, portanto, em um tratamento do tipo imunoterdpico, na ativacéo de
células NK, macrofagos, liberacdo de citocinas/interleucinas, estimulacdo de células T,
producdo de anticorpos (MIZUNO, 1999; JONG, 2002; BETA GLUCAN RESEARCH,
2003).

As 3-D-glucanas sdo reconhecidas pelo sistema imunolégico inato de vertebrados
através de receptores de superficie celular, designados primariamente para o controle de
patdgenos fungicos (BORCHERS, 2004). Elas reconhecem e se ligam a receptores de
diversas células humanas, principamente leucocitos do sistema imunolégico, incluindo
macrofagos, mondcitos, neutrofilos, e NK (Natura Killer), como também de células ndo
imunoldgicas como as endoteliais, e os fibroblastos (BROWN; GORDON, 2003).
Recentemente, foram descobertos os receptores de [-D-glucanas. CR3, dectin-1 e
lactosilceramida.

Os CR3 (receptor do complemento) sdo receptores celulares responsaveis por
diversas atividades in vitro e in vivo, estimulando a secregdo de citocinas (TNF-a, IFN-a,
IFN-, e IL-6) em células NK, principalmente na presenca de patdgenos (ROSS et al., 1999).

Os receptores do tipo dectin-1 possuem um ligante para polissacarideos exégenos e
outro ligante co-estimulatério para células T. Estéo presentes nas células dendriticas,
células apresentadoras de antigenos, com potente capacidade de ativar células T do baco e
timo, nas células de Langerhans da pele (WANG et a., 1994) e também em macrofagos,
principalmente do figado, pulm&o e timo (ZHANG, 2002).

Alguns estudos demonstraram que os receptores celulares do sistema imunol 6gico,
dectin-1 de mondcitos e macréfagos e lactosilceramida de linfécitos, por exemplo,
reconhecem principamente as ligagdes do tipo (1.3)- e (1.6)-3 (BROWN e GORDON,
2003; MONCALVO et al., 1995). No entanto, ndo ha um consenso sobre a estrutura basica
requirida para a atividade biol6gica das 3-D-glucanas. Caracteristicas importantes das [3-D-
glucanas que interferem na bioatividade séo o peso molecular, o tipo de ligagéo e o grau de
ramificacdo da cadeia principal ( MIZUNO, 1999).
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3.9 CARCINOGENESE

A carcinogénese pode ser dividida em trés estdgios: inicializagdo, promogéo e
progressdo. A fase de inicializagdo envolve a exposicdo a substéncia mutagénica e
geralmente requer sua subseqlente tranformacdo metabdlica para uma forma
biologicamente ativa. Essa exposi¢cdo, mesmo se resultante em um dano permanente ao
DNA, é geralmente insuficiente para causar o cancer. Pelo menos em tumores induzidos
quimicamente em animais experimentais. Um promotor do tumor é necess&rio para
estimular a divisdo celular resultando na formacdo de tumores benignos. Uma fase similar
de promogdo € aguela que existe em canceres idiopaticos, mas 0s eventos ainda sdo pouco
conhecidos. Progressdo para malignidade ocorre quando os rigidos controles que
normalmente governam o ciclo de vida da célula sdo quebrados, resultando numa
proliferacdo descontrolada de células cancerosas. Também envolve a habilidade dessas
células de invadir tecidos vizinhos e até metastatizar. A modulacdo do sistema imunol 6gico
do hospedeiro atribuido aos cogumelos, particularmente aos varios polissacarideos, é
basi camente afetando primariamente as fases de promoc¢éo e progressao. Outras substancias
contidas nos cogumel os podem ser capazes de interferir com ainiciacdo tumoral através de
uma variedade de mecanismos, como o aumento da capacidade antioxidante do hospedeiro
ou o0 estimulo das enzimas da fase | e fase Il envolvidas na transformacéo metabdlica e
detoxificacdo de componentes mutagénicos. Ainda, outros constituintes dos cogumelos
podem inibir a promogdo ou progressdo exercendo citotoxicidade direta contra células
tumorais, interferindo com a angiogénese tumoral ou estimulando outros mecanismos
supressores tumorais Nao imunes.

Resultados sugerem que extratos de cogumelos contém componentes que podem
modular a génese tumoral e a carcinogénese em diferentes estagios e podem atuar no
mesmo estagio mas através de diferentes mecanismos. Mais, eles podem prover adicional
ou mesmo sinérgicos efeitos na prevencdo e tratamento do cancer.

Estudos pregressos mostram que varios polissacarideos sdo potentes indutores de
citocinas proinflamatérias, enquanto outros os regulam negativamente.
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3.10 TUMOR WALKER 256

O tumor de Walker 256 € um carcinosarcoma, gque se desenvolveu espontaneamente
na regido da glandula maméria de uma rata gravida e que foi descoberto em 1928 por
George Walker no John's Hopkins University School of Medicine. Foi localizado na parede
abdominal esquerda com tamanho semelhante ao de uma noz. Observou-se que durante a
lactacdo o tumor regredia, mas retomava o crescimento apos o desmame (EARLE, 1935).
Em 1935 e 1954, esse tumor foi transplantado em ratos Sherman por inoculagdo
subcutanea, sendo palpavel em uma semana e, levando a morte dos animais apls seis
semanas.

Apobs 15 dias do transplante subcuténeo, o tumor foi descrito como uma massa
firme, esférica, lobulada e parcialmente encapsulada, promovendo metastases nos
linfonodos pulmonares, regionais e ocasionalmente retroperitoniais (VILLAS BOAS,
1988).

Dois subtipos de carcinomas de Walker 256 tém sido investigados por apresentar
diferencas marcantes na interacdo com o organismo do hospedeiro. O tipo A, invasivo e
metastatizante, tem um lento ritmo de crescimento induzindo a anorexia e caguexia
somente na fase terminal, garantindo uma sobrevivéncia média de 27 a 30 dias. Ao
contrario, o tipo B, ndo- invasivo e de crescimento rapido, induz a anorexia e a caquexia
precoce com sobrevida de somente 15 dias. Logo, esse Ultimo tornou-se um importante
model o para estudos da cagquexia induzida pelo cancer (ALVES; 2004).

E um dos poucos modelos de tumores, disponiveis para estudos experimentais nas
&reas médicas e biol 0gicas em diferentes linhas de pesquisa (OLIVEIRA PFM; 1998).

Esse tumor tem a vantagem de ser facilmente obtido in vivo pela inoculacdo de
células em ratos, desenvolve rapidamente e falhas de inoculacdo e regressdo espontanea sdo
pouco frequientes. Mas o comportamento do mesmo modifica nos sucessivos implantes, as
técnicas de indculo empregadas sdo diferentes ou ndo sdo citadas por muitos autores,
dificultando a comparacdo dos resultados observados em diferentes laboratorios. Também
tem a caracteristica de apresentar grande agressividade, crescimento muito répido e
pequeno periodo de laténcia.( ALVES; 2004).

3.11 Obtencdo e transplante das células do tumor de Walker 256
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Apbs a morte do animal portador de tumor ascitico de Walker 256, injeta-se 10mL
de solucdo salina 0,9% na cavidade abdominal tomando-se cuidado para ndo perfurar o
intestino. Em seguida, massageia-se a regido e abre-se 0 abdomen de forma a favorecer a
entrada de uma pipeta tipo Pasteur para a retirada do liquido ascitico, o qual devera ser
armazendado em um tubo Falcon 50mL em gelo com 1mL de EDTA para evitar a
coagulacdo do sangue. Com o auxilio de um Ependorfe 2mL, coloca-se no mesmo 1980p.L
de salina 0,9% mais 20uL de célula, e desse meio formado por salina e células tumorais,
entre outros constituintes, retira-se 20uL de meio mais 20 UL de azul tripan e realiza-se

contagem das células na camara de Neubauer.

Figura 2: Fotomicrografiade célulasde tumor Walker 256

v

Fonte: CIPOLLA NETO 2004.

3.12 SISTEMA IMUNOLOGICO

Os principais componentes do sistema imunol 6gico sao os leucdcitos que podem ser
classificados em dois grupos funcionais: os fagocitos (mastocitos, mondécitos/ macrofagos,
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neutréfilos e basofilos) e os linfécitos (células T e B). Outro componente celular
fundamental para o sistema imunoldgico é a célula“natura killer” (NK) (STITES; TERR,;
PARSLOW, 1997). Cada classe especifica de células pode ser diferenciada através de
antigenos de superficie denominados CD (diferenciagéo de grupo).

Os macréfagos se originam na medula 6ssea, atingem a circulagdo como monacitos
e finalmente se tornam macrofagos maduros, virtualmente espalhados por todos os tecidos
e coletivamente inseridos no “sistema fagocitico mononuclear”. Funcionam como células
apresentadoras de antigenos (APC), além de controlarem a proliferacéo e diferenciagdo de
linfécitos através da sintese de mediadores quimicos. Alguns macréfagos tém receptores
manose-especificos, denominados CD14, que reconhecem carboidratos e lipideos
bacterianos ou de fungos (ERWIG et al., 1998).

As células NK derivam da medula 6ssea e formam uma linhagem linféide distinta,
cuja atividade contra células tumorais ou infectadas por virus é espontanea, ou seja, néo
necessita de contato prévio com o antigeno. Além de outras proteinas, as células NK
secretam perforinas, que sdo enzimas capazes de lesar a membrana celular das células-alvo
(KODAMA et a., 1999).

O sistema imunolégico é dividido em inespecifico (inato ou natural) e especifico
(adquirido) (McNEELA; MILLS, 2001).

As defesas inespecificas atuam como uma primeira linha de atague e compreendem
as reagOes de febre e inflamagdo, o mecanismo de fagocitose, a agdo de anticorpos
circulantes e as defesas moleculares. As defesas moleculares envolvem a agdo de
mediadores quimicos produzidos pelas células, como o interferon (IFN) e o sistema
complemento (C) (STITES, TERR; PARSLOW, 1997). A imunidade especifica &
controlada por células B e T, ap0s exposi¢cdo a antigenos. Os linfécitos B participam da
resposta humora e, quando ativados, se diferenciam em plasmadcitos, células capazes de
secretar imunoglobulinas (Igs), que atuam como anticorpos (McNEELA e MILLS, 2001).
Oslinfocitos B se proliferam in vitro com adicéo de mitégenos como lipopolissacarideos de
parede bacteriana (LPS) (COLIGAN et al., 1992).

Os linfécitos T, responsaveis pela imunidade celular, atuam modulando a resposta
imunolégica através da producdo de mediadores quimicos e ativando outras células do

sistema imunologico. As células T (CD3+) somente reconhecem antigenos apresentados na
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superficie celular de células apresentadoras de antigenos (APC), sendo que essas células
processam o antigeno e o apresentam ligado em sua superficie a proteinas pertencentes ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (McNEELA; MILLS, 2001). A
proliferacdo in vitro dos linfécitos T ocorre com 0 emprego de mitdgenos como a
concanavalina A (Con-A) (COLIGAN et a., 1992). As células T sdo divididas em duas
classes distintas. células T auxiliares CD4+ (Th) restritas ao MHC-1I, qgue medeiam seus
efeitos pela secrecdo de citocinas; e células T citotoxicas CD8+ (Tc) restritas a0 MHC-I,
que também secretam citocinas, mas atuam principamente pela lise direta das células
tumorais (ROSEMBERG, 1993; MCNEELA; MILLS, 2001). Os linfocitos Th sdo os
principais coordenadores da resposta imunoldgica, os quais se diferenciam em subgrupo
Thl e Th2, por acdo de diferentes citocinas. As células Thl atuam na ativacdo de
macréfagos, células Tc, reagBes de hipersensibilidade e reagtes inflamatérias. As células
Th2 atuam na estimulac&o de linfacitos B, nas respostas aérgicas e anti-helminticas. Cada
grupo de citocinas produzida por um desses tipos celulares inibe a producéo de citocinas
pelo outro tipo, de formaque Thl e Th2 se autoregulam (O’ SHEA; MA; LIPSKY, 2002).

3.13 SISTEMA IMUNOLOGICO E CANCER

O sistema imunolégico do hospedeiro desempenha um papel fundamental na
destruicdo precoce da célulatumora ou mesmo naregressdo de tumores ja estabelecidos. A
resisténcia as células tumorais depende de mecanismos humorais e celulares. As células
tumorais podem ser fagocitadas por macréfagos ou lisadas por linfécitos Tc (CD8+). De
grande importancia também sdo as células NK, as quais utilizam mecanismos de lise celular
semelhantes aos gerados pelas células CD8+, porém ndo necessitam da intervencéo de
APCs (SELIGER; MAUERER; FERRONE, 2001). No primeiro estagio do mecanismo de
defesa do hospedeiro, a célula tumoral, recoberta por anticorpos, se liga a fracdo C3 do
complemento, induzindo sua clivagem, este por sua vez se liga a receptores em fagocitos,
desencadeando o processo de “ citotoxicidade mediada por célula-dependente de anticorpo”
(ADCC) (CHEUNG et al., 2002). Porém, o mecanismo de defesa mais eficaz contra células
transformadas depende do repertério de células T. Os linfécitos Th (CD4+), ao

reconhecerem antigenos tumorais apresentados por APCs via MHC-11, secretam citocinas
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que véao ativar e regular a atividade de todas as células efetoras. Diferentes citocinas véo
modular a expresséo de Th-1 ou Th-2 (O'SHEA; MA; LIPSKI, 2002). As células Th-1
produzem IFN-a. e IL-2, que ativam células Tc a exercerem a atividade citolitica, via
MHC-I, contraa célulatumoral. As células Th-2 auxiliam produzindo IL-4, IL-5, IL-10, as
quais vao estimular linfocitos B a produzirem anticorpos antitumorais. Os linfdcitos B, com
imunoglobulinas contra antigenos tumorais, podem também desempenhar importante papel

na apresentacdo de antigenos tumorais as células Th (ROSEMBERG, 1993).

3.14 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE G. lucidum

Tradicionalmente, se atribui a0 G. lucidum multiplos efeitos medicinais: diurético,
hepatoprotetor, cardiotbnico, normalizador da pressdo sanglinea, hipoglicémico,
anticoagulante, hipocolesterolémico, antimicrobiano, antiinflamatério, antialérgico,
antitumoral, antiviral, analgésico e imunomodulador (MIZUNO, 2004). Esse amplo
espectro de acdo de G. lucidum resulta da interacdo entre seus varios principios ativos,
como triterpendides, polissacarideos, proteinas, lectinas, aminoécidos, nucleotideos,

alcalGides, esterdides, lactonas, &cidos graxos e enzimas (BEROVIC et al., 2003).

3.14.1 ATIVIDADE ANTITUMORAL EIMUNOMODULADORA

Frendscho et al. (1993) relatam potente efeito mitogénico de LZ-8(Ling Zhi) sobre
linfécitos periféricos humanos. A incubacdo dos linfocitos com LZ-8 foi seguida pelos
seguintes eventos. 1) producéo de moléculas associadas com ativacéo e proliferacdo de
linfécitos, como IL-2, INF-y, TNF-a, IL-113 e a expressdo do receptor de IL-2; 2) formagdo
de agregados celulares e aumento na expressdo de moléculas de adesdo intracelular (ICAM-
1) sobre células T; 3) proliferacdo de células T. Segundo os autores, LZ-8 € um potente
ativador de células T, apresentando um grande potencial terapéutico para ser empregado in
vivo como imunomodulador.

Hem et al. (1995) relatam a atividade mitogénica de LZ-8 sobre células
mononucleares humanas (MNC) e também o seu efeito imunossupressor in vitro e in vivo.

Em dois diferentes modelos de transplante de tecidos alogénicos, LZ-8 provou ter uma
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significante agéo sobre a imunidade celular. A administracdo intraperitoneal de LZ-8 (7,5
mg/Kg), em um modelo de transplante alogénico de pele em rato, aumentou o tempo de
sobrevida. Em outro modelo de transplante alogénico de pancreas em rato, LZ-8 (5 mg/KQ)
foi efetiva em retardar o processo de reeicdo. Nao foram detectados efeitos colaterais
sérios de LZ-8 nesses experimentos, a ndo ser uma pequena perda de peso nos primeiros
dias pos-transplante. Nos experimentos com MNC humanas foi observada forte atividade
mitogénica, porém LZ-8 ndo apresentou efeito estimulador notédvel sobre linfocitos T
purificados, indicando que LZ-8 requer mondcitos como céulas acessorias. Segundo 0s
autores, LZ-8 podera se tornar um novo agente imunossupressivo, requerendo para isso
estudos futuros a respeito do seu modo de agdo, dosagem e toxicidade.

WANG et al. (1997) cultivaram MNC humanas com diferentes concentragdes de
polissacarideos (PS) de G. lucidum (3,13 — 400 pl/mL). A seguir, o sobrenadante do cultivo
celular condicionado (MC) foi coletado, filtrado e estocado até o momento de uso. A
andlise do sobrenadante do MC mostrou que os niveis de IL-1, TNF-a e de IL-6 foram
mais elevados em relagdo ao controle ndo tratado. A producéo de IFN-y por linfocitos T
também foi promovida na presenca de polissacarideo. O sobrenadante do MC foi incubado
com MNC, na presenca de polissacarideo (PS-MNC-MC) (100ul/mL) e na auséncia de
polissacarideo  (MNC-MC). Células humanas leucémicas foram cultivadas tanto na
presenca, quanto na auséncia de PSMNC-MC e de MNC-MC. Para fins de controle,
células leucémicas foram cultivadas com PS puro. O preparado PSS MNC-MC suprimiu a
proliferacdo de linhagens celulares leucémicas, por inducdo de apoptose e inibicdo de
clogenicidade. Entretanto, o polissacarideo sozinho ndo apresentou efeitos, mesmo em altas
doses (400 pl/mL). O preparado MNC-MC produziu pouca, ou nenhuma, citocina e ndo
suprimiu 0 crescimento de células leucémicas. Os autores sugerem que a atividade
antitumoral de G. lucidum ocorre via sistema imunoldgico, através da ativagdo de células
efetoras.

CHUNG et al. (2001) relatam a extracdo e caracterizacdo de duas fracdes
polissacaridicas do caldo de culturade G. lucidum, sendo uma fragéo soltvel em agua (A) e
outra insolivel em 4gua (C). A amostra A apresentou a taxa molar de 3,6:1,5:0,5:2,1
(glicose:galactose:xilose:manose) e peso molecular de 1,2x106 Dalton. A amostra C

apresentou taxa molecular de 1,7:1,9:1,0:0,2 (glicose:galactose:xilose: manose:frutose) e
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peso molecular de 1,0x106 Dalton. As duas fracGes A e C foram testadas frente a vérias
linhagens celulares, como hepatocarcinoma humano (Hep3B), carcinoma humano de
pulmdo (A549), células humanas de cancer de estomago (AGS), células de leucemia
humana (HL-60), células humanas normais de pulmé&o (WRL68), células T humanas (H9) e
células CHO (Chinese Ovary Hamster Cell). Ambas as amostras apresentaram atividade
antitumoral e antimutagénica, porém a amostra C foi mais eficaz.

Ambas as amostras promoveram a proliferacdo das células T humanas, sendo que a
amostra C também elevou os niveis de IL-6 e TNF-a. A amostra C promoveu um aumento
de 58% nataxa de diferenciacéo de células HL-60, contra 18% do controle.

NOTAS:. AGS: linhagem cancerosa de estdbmago; A549: linhagem cancerosa de pulmé&o.
A: frac8o solivel em &gua.
C: fragdo insolvel em &gua

BAO et a. (20013, 2001b) descrevem o isolamento de diferentes glucanas a partir
de esporos de G. lucidum, das quais foram obtidos varios derivados funcionais. A atividade
imunolégica dessas glucanas e seus produtos de degradacdo, ou de substituicdo, foram
investigados em camundongos (50 mg/K g, viaintraperitoneal, por quatro dias). A produgdo
de anticorpos foi pesquisada em camundongos imunizados, com eritrocitos de carneiro a
5%, antes de iniciar o tratamento com os polissacarideos.

Apés o tratamento foram pesquisados os niveis séricos de 1gG e complemento (C3)
e a capacidade proliferativa das glucanas foi testada em cultivo de células esplénicas
provenientes dos camundongos. A atividade proliferativa da glucana 3-(1.3) nativa foi
menor, porém resultou na elevacdo dos niveis séricos de C3. A glucana 3-(1.3) degradada
apresentou melhor atividade proliferativa, além de aumentar a producdo de 1gG, entretanto
ndo teve efeito notavel sobre os niveis séricos de C3. Os resultados sugerem que tanto o
comprimento quanto o grau de substituicdo na cadeia principal interferem na atividade
biol6gica das glucanas. Segundo os autores, a atividade bioldgica das glucanas pode estar
relacionada com alto grau de ramificacéo, tamanho das cadeias laterais e configuracdo em
solugdo agquosa.

Cao e Lin (2002, 2003) estudaram o efeito regulatério de polissacarideos de G.
lucidum sobre a maturacdo de células dentriticas e seu efeito ativador sobre linfocitos Tc.

As células dentriticas sd0 apresentadoras de antigenos, funcionando como iniciadoras da
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resposta imunologica primaria. Os autores relatam a capacidade do polissacarideo de
promover ndo somente a maturacdo dessas células, mas também induzir a sua resposta
imunologica inicial. Nesse estudo, as células Tc aumentaram a producdo de IFN- na
presenca de células dentriticas previamente tratadas com o polissacarideo.

Berovic et al. (2003) testaram a atividade imunomoduladora de 3-D glucanas
extraidas de G. lucidum desenvolvido por fermentacéo submersa. Os polissacarideos foram
adicionados a cultivos de células mononucleares humanas, nas concentragdes de 3,25 a 400
pg/mL. Os autores relatam uma inducdo na producdo de TNF-a comparavel a acéo de
“romurtide”, um farmaco que ja vem sendo usado como terapia de suporte no tratamento de
pacientes com cancer.

Lee et a. (2003a) obtiveram polissacarideos de micélio de G. lucidum os quais
foram testados na sua totalidade e separados da fragdo protéica. A fracdo unicamente
polissacaridica foi adicionada a cultivos mistos de células leucémicas e MNC, induzindo
apoptose e diferenciacéo nas células neoplasicas. Também foi observado estimulo sobre as
MNC, as quais aumentaram a secrecdo de TNF-a, IFN-y. e IL-1R. Quando injetado
intraperitonealmente, o polissacarideo aumentou a sobrevida de camundongos implantados
com carcinoma de pulmé&o, sozinho ou em associagdo com carcinostaticos. Na auséncia de
MNC, o polissacarideo sozinho ndo exerceu atividade citotoxica sobre células neoplésicas e
a sua acdo antitumoral foi abolida por pré-tratamento dos camundongos com ciclosporina.
A partir desse estudo, os autores concluiram que a fragdo polissacaridica foi a responsavel
pel os efeitos imunomodul adores observados.

As oncoproteinas Ras atuam transmitindo sinais dos receptores tirosinoquinases,
presentes na membrana plasmética, para o0 nucleo, estimulando a proliferacdo e
diferenciacdo celular. Se uma forma hiperativa de Ras € sintetizada pela célula, ocorre
inducdo ao cancer através da ruptura dos mecanismos celulares de controle da proliferacdo
e diferenciacdo celular. Essas oncoproteinas tornam-se ativas apds sofrerem uma
modificacBo pos transcricional por acdo da farnesil proteina transferase (FPT), que
possibilita a sua associagdo aos receptores de membrana. Em cerca de 30% dos casos de
cancer em humanos € possivel detectar essa mutagdo no gene ras. A inibicdo da acdo da
FPT sobre a Ras constitui uma importante estratégia terapéutica contra o cancer (ALBERT
et al., 1997).
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Lee et a. (1998) demonstraram a acdo antiproliferativa dos acidos ganodéricos
sobre células cancerosas, via inibicdo da FPT, interferindo diretamente no fenébmeno de
transformacé&o celular.

Cheung et a. (2000) relatam a atividade antiproliferativa de extrato aquoso de
micélio de G. lucidum sobre células de feocromocitoma (PC12) de rato. As células PC-12
foram induzidas a apoptose por privacéo do fator de crescimento neuronal (NGF) e, a
seguir, tratadas com o extrato aquoso, o qual reduziu em 15% as células apoptoticas. Ndo
houve efeito citotoxico. Foi constatado também que o extrato induziu a expressdo de
marcadores de diferenciacdo celular préprios dos neurofilamentos, que sdo as principais
proteinas do citoesquel eto neuronal. O extrato interferiu navia de sinalizagdo liderada pelas
oncoproteinas Ras e sobre as proteinas ligadoras do elemento de restricdo do AMP ciclico
(CREB), as quais atuam sobre as vias de sinalizagdo dos processos de aprendizagem e
memorizacdo. Segundo os autores, G. lucidum apresenta potencial para ser empregado
como féarmaco antiapoptético coadjuvante no tratamento de doencgas neurodegenerativas.
Recentemente, CHUNG et a. (2005) depositaram a patente de um produto a base de
esporos germinados de G. lucidum para promog&o da proliferagdo e diferenciagcéo de
células tronco-neuronais, objetivando o tratamento de injUrias da medula espinhal.

Sliva et a. (2002) testaram suplementos dietéticos, feitos a partir de esporos
purificados e do corpo de frutificacdo de G. lucidum, contra formas atamente invasivas de
cancer de seio e de prostata. Os ensaios foram feitos incubando linhagens de células
cancerosas de seio (MDA-MB-231) e de prostata (PC-3) com suspensdes do suplemento
dietético. Houve inibicdo da transcricdo de fatores constitutivos que conferem ata
capacidade invasiva para essas células neoplasicas, culminando na supressdo da migracéo
celular. O produto a base de G. lucidum inibiu a expressao do ativador de uroquinase tipo-
plasminogénio (uPA), o qual € uma protease que regula a motilidade das células de cancer
mamario. A UPA clivaamatriz extracelular e também esta envolvida no processo de adeséo
celular e migracdo, desempenhando importante funcéo nos processos de metéstases.

Lin et a. (2003) demonstraram a agdo antitumoral seletiva de triterpenos de G.
lucidum sobre uma linhagem celular de hepatoma humano Huh-7. O triterpeno causou um
rapido decréscimo na atividade da proteina quinase C (PKC), que regula o crescimento

celular, resultando em uma parada do ciclo celular na fase G2. Segundo os autores, a
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atividade dos triterpendides foi similar a0 do farmaco anticancer “Taxol”, o qual atua
suspendendo o ciclo celular nafase G2.

Sirivichayakul (2004) relata a agdo de extratos de G. lucidum e Lentinula edodes
sobre células mononucleares humanas (MNC), provenientes de individuos normais e com
HIV-1. As células mononucleares periféricas foram cultivadas com diferentes
concentragfes dos extratos. G. lucidum foi mais eficaz do que L. edodes, promovendo
mitogénese e induzindo a expresséo de células Th CD4 +, porém as células Tc CD8+ nédo
foram afetadas. O extrato de G. lucidum foi mais atuante sobre células provenientes de
individuos com imunodeficiéncia leve a moderada (HIV-1 assintométicos), quando
comparados com individuos normais ou pacientes com imunodeficiéncia severa (HIV-1
sintométicos). Segundo o autor, esses resultados evidenciam o efeito imunorestaurador de
G. lucidum nos estégios iniciais da doenca.

Koji, Hiroshi e Kazuhisa (2005) patentearam um produto a base de extrato de
Ganoderma, o qual inibe a agcdo de metaloproteinases, enzimas que degradam a matriz
extracelular e estdo implicadas em uma série de eventos bioldgicos, como periodontite,
ulceragOes, artrite reumatoide, osteoporose, envelhecimento da pele e metéstases de células

neopl&sicas.

3.15.2. ACAO SOBRE A ANGIOGENESE

A terapia antiangiogénica é vista como um importante aliado nos regimes de
tratamento contra o cancer, impedindo a vascularizagdo do tumor e, conseqiientemente, a
sua alimentagdo com nutrientes provenientes do sangue. Varios inibidores endégenos da
angiogénese, incluindo a angiostatina (GATELY et a., 1997) e a endostatina (SASAKI et
al., 1998) tém sido relatados.

Na literatura existem poucos e conflitantes relatos sobre a interferéncia de
metabdlitos de Ganoderma sobre os mecanismos que regem a angiogénese. SU et al.
(1997) descreveram um polissacarideo, extraido de corpo de frutificagdo de G. tsugae, com
potencial aplicacdo como substituto de pele. As lesbes produzidas em pele de ratos foram
quase que totalmente cicatrizadas, quando recobertas com o biomaterial formulado a base

do polissacarideo. Os autores sugerem que o efeito cicatrizante foi resultado da ativacdo de
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macrofagos residentes na pele (células de Langerhans), os quais produzem mediadores
guimicos, como o fator de crescimento epidermal e o fator angiogénico, que aceleram o
processo de cicatrizacao.

SONG et al. (2004) demonstraram efeito antiangiogénico de extrato alcodlico,
obtido do corpo de frutificagdo de G. lucidum, sobre membrana corioal ant6ide de embrido
de galinha. Esse extrato também inibiu a producdo de Oxido nitrico por macréfagos de
camundongo. Os autores relatam experimentos que comprovam a indugdo de angiogénese,
em células endoteliais, pelo fator de crescimento endotelial vascular associado a0 NO
(VEGF)-NO. Concluem que a agdo inibitéria do extrato de G. lucidum sobre a producéo de

NO em macrofagos pode estar relacionada com a sua agcéo antiangiogénica.

3.14.3 EFEITO HIPOGLICEMICO

TOMODA et a. (1986) relatam atividade hipoglicémica de dois polissacarideos,
ganoderans B e C, extraidos do corpo de frutificacdo de G. lucidum em camundongos
normais. ApOs 24 horas da administragdo via intraperitoneal dos polissacarideos, foi
observada uma reducdo de 83% nos niveis plasmaticos de glicose. GAO et a. (2004)
demonstraram a atividade hipoglicémica de polissacarideos de G. lucidum em 71 pacientes

portadores de diabetes mellitustipo I1.

3.14.4 EFEITO HIPOTENSIVO E HIPOLIPIDEMICO

O emprego popular de Lingzhi como agente hipocolesterolémico e hipotensivo tem
despertado o interesse da comunidade cientifica sobre essas importantes propriedades.
Kabir, Kimura e Tamura (1988) relataram o efeito hipotensor e hipocolesterolémico de
caldo de cultura de G. lucidum em ratos hipertensos. O efeito hipotensor pode ser atribuido
a acdo inibitoria dos é&cidos ganodéricos sobre a angiotensina-l que é relacionada com
hipertensdo (MIZUNO, 2004).

3.145ATIVIDADE ANTIVIRAL
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Eo et a. (1999) demonstraram a atividade anti-herpética, in vitro, de polissacarideos
extraidos do corpo de frutificagcdo de G. lucidum contra o virus Herpes simplex tipo 1
(HSV-1) etipo 2 (HSV-2).

Kim et a. (2000) relatam proteinas écidas ligadas a polissacarideos, extraidas de
corpo de frutificacdo de G. lucidum, exercendo atividade anti-herpética em combinag&o
com os agentes antivirais IFN-a e IFN-y. Os resultados demonstraram um sinergismo entre
as substancias, sugerindo a possibilidade do desenvolvimento de um novo agente antiviral.

Min et al. (1998) relataram dois triterpenos tipo-lanostase, lucidumol A e &cido
ganodérico-3, isolados de esporos de G. lucidum, com significante acéo inibidora sobre a
atividade da protease do HIV-1.

3.14.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Espécies reativas de oxigénio produzidas pela luz solar, luz ultravioleta, radiacéo
ionizante, reacfes quimicas e processos metabdlicos apresentam uma grande variedade de
efeitos patoldgicos, causando danos a molécula de acido desoxirribonucléico (ADN) e
levando a degeneracéo celular. Polissacarideos de G. lucidum podem reduzir a quebra da
fita de ADN causada por luz ultravioleta e atenuar a formacdo de anions super 6xido em
células leucémicas humanas (LEE et al., 2001).

Pesquisas tém demonstrado a agéo protetora de polissacarideos de G. lucidum sobre
macrofagos submetidos a agressao com diferentes espécies reativas de oxigénio (SHI et d.,
2002; YOU; LIN, 2002).

Segundo Liu, Ooi e Chang (1997), a atividade neutralizante de radicais livres,
encontrada em extratos de vérios tipos de cogumelos, pode ser dependente da relacéo
polissacarideos/proteinas. Pesquisando oito diferentes cogumelos, os autores relatam que o
lentinan (polissacarideo com acdo antitumoral extraido de Lentinula edodes), que contém
apenas tragos de proteinas, ndo demonstrou acdo antioxidante. Em contraste,
polissacarideos de Coriolus versicolor e G. lucidum, nos quais o conteido protéico é mais

elevado, tiveram forte atividade antioxidante.

3.14.7 ATIVIDADE HEPATOPROTETORA
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A [-glucoronidase é uma enzima relacionada a danos hepéticos e sua inibicéo
resulta em efeito hepatoprotetor. KIM et al. (1999) relatam o &cido ganoderénico A de G.
lucidum exercendo efeito inibidor sobre os niveis séricos dessa enzima em ratos Wistar,
apo6s inducdo de dano hepatico com tetracloreto de carbono. ZHANG et a. (2002b)
demonstraram o efeito protetor de polissacarideos de G. lucidum sobre células hepéticas de
camundongos infectadas com BCG (Bacilo de Calmette-Guérin). Os danos hepaticos foram
avaliados pelos niveis de alanina aminotransferase (ALT) e de NO. Também foram
analisados cortes histolégicos do figado e ateracdes de peso nesse 6rgdo. A administracéo
do polissacarideo mitigou significativamente a tumefacdo hepética, diminui os niveis de
ALT eaproducéo de NO.

3.15 MECANISMOS DE ACAO ANTITUMORAL E IMUNOMODULADORA DE

G. lucidum

Os mecanismos mol eculares envolvidos nas atividades biol dgicas de G. lucidum
ainda ndo foram total mente desvendados.
Multiplas formas de acdo tém sido descritas:
1) inibic&o pos-transcricional de oncoproteinas (LEE et al.,1998);
2) inibicdo da ADN polimerase (MIZUSHINA et al.; 1999);
3) inducdo de apoptose (IWARI et a., 1999; CHUNG et al., 2001; HSU et dl.,
2002);
4) inibicdo de apoptose em neutrofilos humanos (HSU et al., 2002);
5) acdo via sistemaimunolgico (WANG et d., 1997; CHUNG et ., 2001);
6) inibicdo constitutiva de proteinas que promovem a migracdo de células neoplésicas
(SLIVA et dl., 2002);
7) suspensdo do ciclo celular nafase G2 em células de hepatoma (LIN et al., 2003);
8) atividade antimutagénica (LU et al., 2002);
9) inibicdo da angiogénese (SONG et al., 2004);
10) inibicdo de metaloproteases (KOJI; HIROSHI; KAZUHISA, 2005).
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Como os principios ativos de G. lucidum sdo absorvidos pelo organismo e qual rota
metabdlica eles seguem sdo questfes que ainda ndo estdo esclarecidas.

Segundo Hong et al. (2004), 3-glucanas, administradas via oral, sdo captadas por
macrofagos e transportadas para o bago, linfonodos e medula 6ssea. Dentro da medula
0ssea, 0s macroéfagos degradam essas mol éculas em pequenas fragdes solGveis que se ligam
areceptores CR3 de granul écitos.

Outros pesquisadores relatam que polissacarideos de G. lucidum se ligam a
receptores TLR4 (Tool Like Receptor) na superficie de macréfagos, induzindo a expressao
de citocinas (SHAO et d., 2004; CHEN et a., 2004; HSU et a., 2004).

Entretanto, varias dessas pesquisas so redlizadas com extratos aquosos de G.
lucidum ou misturas de polissacarideos. A interacdo sinérgica entre varios principios ativos
poderia ser responsavel pelos efeitos terapéuticos relatados. O fracionamento desses
complexos resulta em substéncias com atividades farmacoldgicas individualizadas,
diferentes daquel as apresentadas pelo sistema sinérgico inicia (PEZZUTO, 1997).

4 MATERIAISE METODOS

4.1 MICRORGANISMO

Foram empregadas cepas do G. lucidum Cg 144, da cidade de Fuzhou, China. As
cepas foram gentilmente cedidas pela EMBRAPA. A cepa foi cultivada em PDA, a 30°C
por 10 dias. A cada 2 meses a cepa foi repicada para manutencdo, e apds, armazenada a
4°C.
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4.2 PREPARACAO DO INOCULO

G. lucidum foi cultivado em frascos erlenmeyer de 500mL contendo o seguinte
meio (g/L): glucose 35; peptona 5; extrato de leveduras 2,5; KH,PO, 0,883 e MgSO,.7H,0
0,5; pH 5,5 (TANG; ZHONG, 2002). Os frascos foram incubados sob agitacdo (120 rpm) a
30°C, durante 14 dias. A biomassa resultante foi separada por centrifugacéo e diluida em

200 ml de agua deionizada estéril.

4.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Trigo de quibe (Triticum aestivum L.) foi lavado e deixado de molho em agua
filtrada por 24h, entdo foi acondicionado em aliquotas de 250g em frascos com capacidade
para 300 g, com umidade inicia de 35%. Também foram preparadas bandejas de aluminio,
ou de polipropileno, contendo o trigo e cobertas com papel filtro e papel Kraft. Os
recipientes foram autoclavados a 120°.C, uma atmosfera, por 50 minutos.

Inicialmente, G. lucidum foi desenvolvido em placas de petri de 90 mm contendo
BDA (30° C — 10 dias). A superficie foi semeada em frascos erlenmeyer de 500ml,
contendo 250 ml de meio liquido, os quais foram incubados por 10 — 14 dias a 30 C, sob
agitacdo (120 rpm) (TANG; ZHONG, 2002). Apés esse periodo, houve crescimento de
2,59 de micélio a cada 250 ml de cultivo (peso seco). O micélio foi separado do caldo de
cultivo por filtragdo e suspendido em 100 ml de agua destilada estéril. Foram semeados 40
ml desse in6culo em 100 g de trigo autoclavado, de forma a se obter umidade final em
torno de 40 a 50 %. Os frascos e bandejas foram incubados em camara de fermentagéo, na
auséncia de luz, com um aquecedor e umidificador (Climaterm) que mantinha as condicoes
a 30°C e umidade em torno de 95 a 98% (higrémetro Labcraft), durante 30 dias (BEUX et
al., 1997). Apos esse periodo o trigo fermentado com G. lucidum foi seco em estufa com
circulacdo de ar a 50° C, por cerca de 18 hs. A seguir foi passado por mionho de faca
(DeLeo), peneirado em agitador de peneiras (Bertel), originando uma farinha grossa, com

gréos de aproximadamente 0,4 a 1,7 mm.

4.4 ANALISE DO FERMENTADO
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Em experimento posterior, foi empregado como substrato, trigo com granulometria
de 0,8 a 2,0 mm, o qual foi preparado, inoculado com micélio de G. lucidum e incubado
conforme técnica descrita no item anterior.

G. lucidum foi cultivado em frascos de erlenmeyer contendo 500ml do seguinte
meio (g/L): glucose 35; peptona 5; extrato de hifas 2,5; KH,PO,4 0.883 e MgSO,.7H,0 0.5,
pH 5.5 (Tang and Zhong, 2002). Os frascos foram incubados sob agitacéo (120rpm) a 30°.C
por 10 dias. O inoculo foi preparado resultando em biomassa, a qual foi separada por
centrifugacdo e entdo diluida em 200ml de agua deionizada esterelizada. Bandejas contendo
trigo, previamente autoclavados a 120°.C, uma atm, durante 45 minutos, foram misturados
ao inoculo até uma proporcao de 40%. As bandejas foram incubadas a 30°.C durante 20 a
30 dias (LI e SHEN, 2003). O fermentado foi secado a 50°.C, com circulagéo de ar e
posteriormente, moido, resultando em um produto com particulasde 0,4 a1,7 mm.

4.5 PREPARACAO DA DIETA SUPLEMENTADA

A dieta bésica composta por gréos racdo comercial foi suplementada com 25 % do
produto fermentado, resultando na dieta G25. Uma dieta controle foi preparada sem
cogumelo. De acordo com andlise centesimal do produto fermentado foi necessério
enriguecimento com albumina e 6leo de soja até a obtencéo de concentracdo de 22% e 4%
de proteinas e lipideos, respectivamente, no sentido de suprir as necessidades dos animais
(National Reseaerch Council —USA).

4.6 ANIMAIS E INOCULACAO DO TUMOR WALKER

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética local. Inicialmente, foram usados 40
ratos Wistar de 90 dias de vida obtidos do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, os quais
foram divididos em 4 grupos de 10 animais homeados Control, GP, GT e GTR, de acordo
com o inicio da alimentacéo suplementada em relacdo a inoculacéo do tumor. Durante todo
0 experimento, os ratos foram mantidos em gaiolas fechadas com um namero fixo de 5
animais por gaiola, em condic¢Oes de temperatura constantes de 23°.C, umidade controlada,
ciclode 12 hsdeluz e livre acesso a &gua e ragao.
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Células do tumor Walker 256 foram injetadas intraperitonealmente nos ratos e
cultivadas sete dias para 0 preparo de suspensdo celular com salina (3 x 10° céulas/ml).
Apods, foi implantado 1,0 mL dessa suspensdo celular na regido subcuténea de dorso direito
nos 10 animais de cada grupo, nomeados Control, GP, GT e GTR. O peso foi monitorado
semanalmente. Todos os procedimentos seguiram normas ditadas pelo Comité de Pesquisa

Animal da UFPR.
Nas Figuras 3, 4 e 5 sdo mostrados o acondicionamento dos animais, a forma de

administragdo da ragdo e inoculagdo das células tumorais nos animais.

Figura 3: Acondicionamento dos animais em gaiolas com 5 animais
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Figura5: Inoculagéo das células do tumor Walker 256 em ratos Wistar.

4.7 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA

A avaliacdo da atividade imunomoduladora e antitumoral foi realizada no trigésimo
dia apos inoculacdo quando os animais do grupo controle entraram em estado de caquexia.
Inicialmente os ratos foram sacrificados com método de deslocamento cervical e amostra
de sangue foi colhida ap6s decapitacdo em gilhotina para determinagdo de concentractes
plasméticas de diferentes substancias.

Linfonodos axilares foram removidos e processados para avaiagdo das

concentracbes celulares de CD4+, CD8+ em citdmetro de fluxo. Os seguintes
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procedimentos foram adotados: tecidos foram dispostos em placas de petri de 60X15 mm
(um para cada 6rgdo) contendo 5ml de PBS (pH 7,4), apés, foram cortados em varios
pedacos. Utilizando o émbolo de uma seringa de 10 ml, as pecas foram desintegradas, por
movimentos circulatorios até a producdo de suspensdo celular, os debris celulales foram
eliminados pela filtragcdo e centrifugacdo (10 min, 1000 rpm). Ent&o o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi ressuspendido em 20 ml de PBS. Depois disso, contagem de
células vidveis foi realizada na suspensdo celular através do método de azul de Tripan. O
preparo do materia para andlise em citbmetro de fluxo foi feito através de reacoes
sucessivas nas quais as células foram incubadas em tubos de ensaio com anticorpos
monoclonais marcados com substancias fluorescentes. A remocdo dos anticorpos ndo

ligados foi feita através de sucessivas etapas de lavagem (Coligan et al., 1992) (Figura6).

Figura 6: Retirada de linfonodo axilar para quantificacéo de CD4+ e CD8+.
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4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Nos animais que desenvolveram tumores solidos, estes foram removidos e
analisados macroscopicamente e histologicamente através da coloracéo de hematoxilina e
eosina. O volume do tumor [V (cm?) = (4r/3) x & x (b/2), onde aé o menor diametroeb é
o0 maior diametro] foi medido e o resultado obtido foi comparado com aguele do grupo
controle. O efeito inibitério foi calculado utilizando a seguinte férmula: supressdo tumoral
(%) = (1-T/C), onde T € o volume do tumor no grupo testado e C € o volume no grupo
controle (MIZUNO et a, 1999). Asfiguras 7 e 8 mostram o aspecto do tumor nos animais
apos o sacrificio dos animais.

4.9 AVALIACAO HISTOLOGICA

As pecas foram fixadas em parafina, cortadas e coradas com hematoxilina-eosina
conforme técnicas convencionais. As pegas foram avaliadas em relacdo ao indice de mitose
celular. Em um aumento de 40 vezes em 10 campos microscopicos para cada tumor de cada
animal foram contados o nimero de células em mitose.
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4.10 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os linfécitos s@o0 uma populacdo de globulos brancos (leucécitos) com funcbes
regulatorias importantes para o sistema imune. Eles estdo classificados em trés sub-
populacbes. os linfécitos T, os linfocitos B e os linfécitos Natural-Killers (NK). Esta
classificagc@o é baseada nas fungdes especificas destas células dentro do sistema, que sdo
caracteristicas de cada grupo celular. Os linfécitos T sdo ainda sub-classificados em duas
sub-populagdes funcionais. os CD4 Helper/ Inducer (Auxiliares/Indutores) e os CDS8
Suppressor/Cytotoxic  (supressores/citotoxicos). Varios métodos foram usados para
identificar as sub-populacfes de linfocitos especificos. As técnicas mais antigas incluiam a
aglutinacdo com hemacias de carneiro e as técnicas manuais baseadas em microscopia
ocular (imunoperoxidade). A metodologia mais atual para a contagem de CD4 e CD8
utiliza uma técnica sofistificada de citometria de fluxo, baseada em anticorpos monoclonais
marcados com substancias fluorescentes, dirigidas contra os antigenos de superficie das
células CD4, CD8 e CD3.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como médias + desvio padrdo. Comparagdes
entre as médias foram avaliadas através de andlise de variancia (ANOVA); e as diferencas
estatisticas foram andisadas através do teste de Tukey, considerando um nivel de
significancia de P < 0.05 . Foram aplicados testes ndo paramétricos para a comprovagao
das hipoteses, em funcéo da alta variabilidade dos dados (variéncias heterogéneas). Para
uma andlise individual de cada exame foi aplicado o teste de Kruskal-Walllis, e para uma
analise bioquimica global, comparando cada grupo com o grupo controle foi aplicado o
teste de Wilcoxon rank sum test, que é equivalente ao teste U de Mann-Whitney para
observagdes independentes (LEVIN, 1985; FOWLER e COHEN, 1990).

5- RESULTADOS

Todos os ratos do experimento sobreviveram. Apos 30 dias de injegdo de tumor
Walker 256, observou-se formacdo de massa de consisténcia fibroel astica, aderida a planos

profundos e localizada em flanco direito de todos os ratos.
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O didmetro médio tumoral no grupo controle GC foi de 4,14 cm, ja 0 grupo
tratamento foi de 1,88 centimetros, o grupo tratamento retardado GTR obteve 2,37 cm de
didmetro médio e o grupo profilatico GP foi de 2,8 cm (Figuras 7, 8 € 9).

Figura 7: Visdo transoperatéria do tumor do Grupo controle (GC)
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Figura9 - Diametro médio do tumor nos respectivos grupos experimentais.
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5.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS

O HDL colesterol foi mensurado em todos os grupos. Encontrou-se o valor de
23,66 mg/dl no grupo controle, 28,33 mg/dl no grupo tratamento GT, 19,66 mg/dl grupo

profilético GP e 26,63 mg/dl no grupo tratamento retardado GTR (Figura 10).
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HDL plasmatico (mg.dL™)

GTR GT GP

Figura 10 — Vaores médios para HDL colesterol sérico nos diferentes grupos experimentais

O VLDL no grupo controle (C) foi de 16 mg/dl, para o grupo GP obteve-se
14mg/dl, para o GT foi de 12,4mg/dl e para o grupo GTR o valor de VLDL foi de 10,4
mg/dl (Figurall).
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Figura 11 — Concentracfes séricas de VLDL nos diferentes grupos experimentais.

Os triglicerideos foram aferidos e os resultados obtidos em cada grupo em foram
respectivamente: C: 80,0 mg/dl ; GP: 69,66 mg/dl; GTR mg/dl: 62,00mg/dl; GT:66,0 mg/dl
(figura12).
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GTR

GT

GP

Figura 12 — Concentracfes séricas de triglicerideos nos diferentes grupos experimentais.

Os lipideos totais foram encontrados na dosagem de 407 mg/dl no grupo controle

(C); 405 mg/dl no grupo profilético (GP); 392 no grupo tratamento retardado (GTR) e 397
mg/dl no grupo tratamento (GT)(Figura 13).

Lipideos totais plasmaticos (mg.dL Y

C

GTR
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Figura 13 — Concentracfes séricas de lipideos totais nos diferentes grupos experimentais.
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As proteinas totais, assim como suas fracdes — albumina e globulina também foram
aferidas. Obteve-se como resultado em relagcdo a dosagem protéica tota no grupo
controle(C): 5,26mg/dl; GP: 5,12; GTR: 4,80 e GT:5,20 mg/dl (Figura 14).
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Figura 14 — Dosagens de proteinas séricas nos diferentes grupos experimentais
Quando foram avaliadas as diferentes fragdes protéicas verificou-se que os valores

de albumina variaram de 2,82 a 3,13 mg/dl e para globulina variaram de 1,86 a 2,43mg/dl
(Tabela 3).

Tabela 3: Dosagem de proteinas séricas nos grupos experimentais.

FIEEEE C GP GTR GT
protéicas

(mg/di)

ALBUMINA 2,83 3,26 2,82 3,13
GLOBULINA | 243 1,86 1,97 2,06

Nota: C=controle; GP=grupo profilatico; GTR=grupo tratamento retardado;

GT=grupo tratamento
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A funcdo rena foi avaliada medindo a uréia e creatinina sérica. Como pode se
observar, 0 grupo que obteve maior valor médio em quantidade de uréia foi o grupo GTR
(35,0 mg/dL + 4,83). O grupo GP apresentou valor médio inferior aos demais (21,0 mg/dL
+ 9,83). Os valores médios dos grupos GT (29 mg/dL + 9,48) e Controle (28,50 mg/dL +

11,67) foram os que mais se aproximaram,apesar de mostrar também uma alta variagdo
(Figura 15).

Figura 15 —Concentragdes séricas de uréia nos diferentes grupos experimentais
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Os teores médios de creatinina nos grupos em estudo ficaram abaixo do grupo
controle sendo que, o grupo GP foi 0 que apresentou o menor indice médio (0.125 + 0.05)

em relacdo aos demais ( Tabela 4 e Figura 16)
Tabela4: Medida sérica de creatinina nos diversos grupos experimentais.

‘ GC GP GTR GT

CREATININA ‘ 0,20 0,10 0,15 0,15

Mg/dl

Nota: C=controle; GP=grupo profilatico; GTR=grupo tratamento retardado;

GT=grupo tratamento
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Figura 16 - Variabilidade entre grupos para os teores de creatinina
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A avaiacdo hepatocelular foi realizada através da medida das transaminases. Os
resultados obtidos estdo na tabela 5.

Tabela5: Avaliacdo de funcdo hepatocelular através da medida de transaminases séricas

’ C GP GTR GT
TGO (mg/dl) ‘ 208,33 249,0 268,66 218,66
TGP (mg/d) ’ 58,66 51,33 48,33 52,66

TGO: Transaminase Glutamico Oxalacética

TGP: Transaminase Glutdmico Pirdvica
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5.2 AVALIAGCAO HISTOPATOLOGICA
O indice de mitose celular foi calculado em cada grupo do experimento. Os

resultados obtidos esté&o contidos nafigura 17.

Colocar unidadeno Y

Figura 17 : indice de mitose celular nos diversos grupos avaliados.
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5.3 AREA DE NECROSE CELULAR

A é&rea de necrose celular foi calculada dentro do volume total tumoral. No grupo
controle (C) observou-se necrose em 45% da area total, ja no grupo tratamento (GT) a
necrose perfez uma area de 12,5% apenas. No grupo profilético (GP) observou-se uma area
de 21% de necrose e no grupo tratamento retardado (GTR) de 29,5% de &rea necrosada (Fig
18).



Figura 18: Area de necrose celular intratumoral nos diversos grupos estudados
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5.4 INIBICAO TUMORAL
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A inibicdo tumoral foi calculada através daférmula: T-C/C x 100, onde T = peso do

Tumor do grupo teste, C= peso do tumor do grupo controle.

Os resultados mostraram inibi¢do tumoral de 61% no grupo GT, inibi¢do de 35% no
grupo GP e inibi¢do de 42% no grupo GTR (Fig 19).

Figura 19: indice de inibic&o tumoral nos diversos grupos estudados
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5.5 LINFONODOS
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Os linfocitos CD4+ provenientes dos linfonodos dos grupos GT e GTR tiveram

diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. JA em

relacdo aos linfécitos CD8+ apenas 0 grupo tratamento teve uma diferenca estatisticamente

significativaem relagdo ao grupo controle (Tabela6 e Fig 20 e 21).

Tabela 6: Linfocitos auxiliares (CD4+) e citotdxicos (CD8+) avaliados em linfonodos dos

diversos grupos experimentais.

CD 4+ CD8+
C GP GT GTR C GP GT GTR
Média 61,8675 60,5137 35,0607 56,4650 7,3550 8,0162 14,9637  6,4512
DV 2,2883 1,9520 137356  1,8950 0,2937 1,5596 1,6870 0,7700

Figura20 : Linfocitos CD4+ avaliados em linfonodos axilares dos animais
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Figura 21: Linfocitos CD8+ avaliados nos linfonodos axilares dos animais.

20-
a
e st
"0
0O 10+
O S—
0 Y T T
GP GT GTR

Tratamentos

63



64

6. DISCUSSAO

Acredita-se que a supressdo da proliferagdo celular induzida por 3 glucanas através
da ativacdo do p38 MAPK est4 rel acionada a apoptose mediada pelas 3 glucanas.

Esforcos tém sido feitos em varios |aboratorios para entender 0 processo antitumoral
de G. lucidum. 3 glucanas potencidizam a atividade citolitica dos macréfagos contra
células tumorais in vitro. O mecanismo de acdo das 3 glucanas envolve estimulacdo e
subsequiente liberacéo de mediadores inflamatériostaiscomo TNFaelL1.

Dados da Organizacdo Mundia da Salde relatam que, a cada ano 10 milhdes de
pessoas no mundo que apresentam diagndstico positivo de cancer resultam em 12% de
mortalidade (JEMAL et al., 2005). As terapias convencionais de combate ao cancer, como
a quimioterapia e a radioterapia, podem desencadear graves efeitos colaterais,
principalmente debilitando o sistema imunoldgico do hospedeiro e tornando-o suscetivel a
infeccOes oportunistas. Neste contexto , aimunoterapia desempenha um papel fundamental,
quer seja naforma de substancias imunomoduladoras ou, mais recentemente, na construcéo
de substancias antineoplésicas acopladas a anticorpos dirigidos seletivamente contra as
células cancerosas (WASSER; WEIS, 1999; AKEWANLORP, et a., 2001; HONG et 4d.,
2004). Os modificadores da resposta biologica (MRB), também denominados
biomoduladores, encontram ampla aceitagdo nesse contexto, habilitando o sistema
imunologico do individuo a reconhecer e combater precocemente antigenos estranhos
(WASSER, 2002). Polissacarideos, especificamente R-glucanas extraidos de certos
cogumel os medicinais apresentam efeito imunoestimulador, que se assemelha ao modo de
acao de substancias MRB.

Em ndmero consideravel compostos derivados de cogumelos, quer sejam
componentes celulares ou metabdlitos secundarios, tém sido descritos exercendo acdo
imunomoduladora e antitumoral. CHIHARA et al. (1970) isolaram de L. edodes um
polissacarideo, denominado “lentinan”, o qual apresenta marcante atividade antitumoral.
Do cogumelo C. versicolor foi extraido o Krestin e o PSK, substancias imunomodul adoras
e anticancerigenas (Ng,1998). LEIFA et a. (2003) demonstraram inibicdo do crescimento
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de Sarcoma 180 em camundongos tratados com polissacarideos extraidos do cogumelo A.
brasiliensis.

Entre os cogumelos medicinais, G. lucidum ocupa um lugar de destaque, sendo
objeto de vérios estudos que, em sua maioria, sdo realizados in vitro e investigam
separadamente a acdo de seus principios ativos, como polissacarideos ([3-glucanas),
glicoproteinas (Ling-Zhi) e triterpenos (WASSER 2005).

Porém, considerando que essas substancias podem produzir efeitos distintos e até
mesmo completamente opostos, pouco se conhece sobre os efeitos desse cogumelo no
organismo em sua totalidade.

Os resultados do presente estudo demonstram inibicdo do desenvolvimento tumoral
nos animais alimentados com a ragdo suplementada com G. lucidum, sugerindo uma
provavel acdo via sistema imunolgico de reconhecimento de células tumorais implantadas
e deteccao de seu crescimento. Observou-se, portanto um efeito imunomodul ador.

As aces linfocitarias foram pesquisadas nos linfonodos axilares de modo a verificar
a amplitude das respostas desencadeadas pela racdo suplementada. Os linfonodos
respondem a antigenos préximos do tecido acometido pelo tumor (MINS et al., 1993). Ao
nivel de linfonodo, a presenca do tumor Walker 256 levou a um aumento significativo de
células CD8 (p<0,05).

A atividade citolitica direta de células CD8+ contra células neoplésicas constitui
uma etapa fundamental na resposta imunolégica do hospedeiro no combate ao
desenvolvimento tumora. Através de uma complexa rede de interagdes bioquimicas, as
citocinas regem o desenvolvimento, diferenciacéo e regulacdo do sistema imunolégico. A
mesma citocina pode ter atividade imunoestimulante ou imunosupressiva dependendo de
fatores ainda ndo esclarecidos, de forma que sem sempre se evidencia a responsividade
esperada (O’ SHEA; MA; LIPSKY, 2002).

Os baixos valores de CD4+ evidenciam a agressividade ao sistema imunol 6gico
desencadeada pelo tumor Walker 256.

Os extratos de cogumelos tém sido proclamados como promotores da salde e
estimulantes do sistema imune (KIDD, 2003). Usualmente a maior parte das pesquisas tem
utilizado fragcdes ou o corpo de frutificacdo dos cogumel os. Neste trabalho escolheu-se usar

o micélio produzido por fermentacéo solida por maior rapidez e controle de producéo e ter
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presente em sua composi ¢ao 0S principios ativos como polissacarideos, lectinas, ergosterol,
e outros.

A funcdo renal dos animias apresentou indicios de normalidade, sem alteractes
importantes para creatinina, uréia e &cido Urico na urina e proteinas totais, abumina e
globulina no plasma dos ratos tratados com G. lucidum na dieta.

A funcéo hepética ndo apresentou alteracfes significativas, mostrando que a dieta
suplementada com G. lucidum ndo foi nem nefrotdxica nem hepatotdxica.

A ragdo formulada a base de trigo fermentado com G. lucidum ndo alterou as
concentracOes plasmaticas de proteinas totais e fracOes. Este resultado indica que a dieta
proposta ndo levou a caréncia protéica que pudesse comprometer a higidez organica dos
animais.

O metabolismo lipidico normamente mantém um equilibrio entre biossintese e
degradacdo. Quando o equilibrio é perdido podem ocorrer hiperlipidemia, como
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia

Numerosas pesquisas apontam que concentragdes elevadas de colesterol total ou de
LDL-colesterol no plasma constituem importante fator de risco para o desenvolvimento de
eventos ateroscleréticos. A relacdo de reducdo de 1 mg.dL™ de colesterol das LDLs no
plasma possibilita reducdo de até 2% no indice de mortalidade por cardiopatia
aterosclerética (LAW, WALD e THOMPSON, 1994).

O mecanismo da agdo hipolipidémica dos cogumel os ndo estéa totalmente elucidado,
entretanto, vérias moléculas presentes podem estar envolvidas na diminui¢cdo do colesterol,
como as fibras, que podem interferir na absorcdo do colesterol e reciclagem dos écidos
biliares, enquanto componentes lipofilicos podem afetar a sintese do colesterol.

A apoptose ou morte celular programada € uma forma de suicidio celular
geneticamente definida, que ocorre de maneira fisiolégica durante a morfogénese, a
renovagdo tecidual e a regulagdo do sistema imunitario. Determinados erros celulares
podem ser explicados por transtornos na regulacdo dos genes responsaveis pela apoptose,
como € 0 caso da transformagao e progressao tumorais.

Os mecanismos que regulam a morte celular sdo essenciais para a manutencdo da
hemostasia. As células crescem controladamente gracas a expressao de novos genes que
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induzem sinais de morte em estagios definidos de diferenciacéo e em resposta a estimulos
fisiol6gicos determinados.

Considera-se apoptose como um mecanismo fisiologico de morte, que se
desencadeia por diversos sinais, as quais podem ser fisioldgicas, ou por estimulos
ambientais externos. Esses sinais podem atuar sobre receptores de superficie e causar a
ativacdo em cascata de proteinas citoplasméticas, ele traz como resultado a ativacdo de um
programa genético que conduz, geralmente, a nucleose por agdo das endonucleases. Esse
mecanismo de morte celular intervem em importantes fendmenos fisiolégicos como:
embriogenese, manutencdo da homeostasia, renovacdo celular e funcionamento do sistema
imunitério.

Os transtornos na regulagdo da apoptose por diferentes vias, estdo presentes na
etiopatogenia de diferentes enfermidades autoimunes, degenerativas e também se sugere
que participem na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

As caracteristicas da célula apoptética diferem das observadas nas células que
sofrem necrose. Nesse Ultimo fendbmeno a morte € um processo “passivo” gque nao requer
sintese protéica.

Neuroblastoma € um dos tumores malignos mais comuns na infancia, esses tumores
sdo classificados histol ogicamente por um sistema proposto por Shimada et al, Os critérios
utilizados para avaliar a diferenciacdo neuroblastica sdo: aargamento nuclear,
desenvolvimento do citoplasma. O estroma é avaliado através do Indice de Mitose e
Cariorexis este conta 0 niUmero de mitose celular a cada 5000 células e divide-se em trés
classes:

Baixo grau : menos de 100 mitoses a cada 5000 células;

Intermediario: 100-200 mitoses a cada 5000 células;

Alto grau: mais de 200 mitoses a cada 5000 células.

Essas caracteristicas tém importancia significativa no prognostico do
Neuroblastoma.

No presente estudo realizou-se a contagem de mitose celular nos diferentes grupos e
animais estudados e observou-se no grupo controle um indice de mitose celular de 29,4, o
grupo tratamento esse indice foi de 6,4. Essa diferenca estatisticamente significativa mostra

gue o grupo controle apresenta um prognostico reservado, ata malignidade. Quando
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oferecida como terapéutica a racdo suplementada com G. lucidum, observou-se a
diminuicdo da agressividade tumoral, o indice mitético diminuiu para 6,4. Provavelmente
0s principios ativos do G. lucidum podem desencadear estimulos fisioldgicos indutores da
apoptose celular e assim inibir a proliferagdo de células malignas.

Quando oferecida racdo suplementada profilaticamente (grupo GP) observou-se
igualmente um indice mitético celular significativamente menor que 14,32 (GP), quando
comparada ao grupo controle. E mesmo quando oferecida o suplemento de G. lucidum 10
dias apbs a inoculagdo tumoral- (Grupo Tratamento Retardado- GTR) observou-se o
comportamento tumoral com menor malignidade ja que o indice mitético foi de 15,
significancia estatistica comprovada quando comparada ao grupo controle. As figuras 22 e

23 demonstram o elevado nivel de mitose celular.

Figura22: Histologia, em aumento de 40X, coradaem HE em animais do grupo inoculado

com células tumorais e ndo tratados.
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Figura 23: Histologia aumento de 100X, em Grupo de animais submetidos a tratamento,

apresentando menor indice mitaotico.

Neste trabalho, investigou-se a hipétese de que a alimentagdo concomitante de
ratos, com ragéo suplementada com G. lucidum, poderia desencadear uma resisténcia do
animal frente ao desenvolvimento tumoral. As alteracdes linfocitarias foram pesquisadas
em baco e linfonodos axilares, de modo a se conhecer a amplitude da resposta imunol 6gica
desencadeada pelas ragcbes suplementadas. Os linfonodos geralmente respondem a
antigenos préximos que os alcangam através de tecidos vizinhos, enquanto que a resposta
esplénica esta relacionada a antigenos provenientes da circulacdo sanglinea (MINS et dl.,
1993).

Os resultados do presente estudo demonstram inibi¢&o do desenvolvimento tumoral
nos animais alimentados com a ragdo suplementada com G. lucidum, sugerindo uma
provavel acdo, via sistema imunolégico, de reconhecimento das células tumorais
implantadas e subsequiente detencdo do seu crescimento. Estudos futuros serdo necessarios
para se estabelecer qual a dose terapéutica mais eficiente desses suplementos alimentares,
visando obter o efeito imunomodulador e antitumoral desegjado.

Organismos comprometidos por neoplasias freqlentemente apresentam resposta
imunoldgica reduzida, o que contribui para as atas taxas de morbidade e mortalidade
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nesses individuos (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). TSUKAGOSHI et al., (1984),
relatam que extratos de C. versicolor restauram o sistema imunolégico de camundongos
portadores de tumor, porém sem afetar a resposta imunol 6gica de animais saudaveis.

A primeira linha de defesa do organismo contra patdgenos é a “citotoxicidade
dependente de complemento” (CDC), a qual € induzida por polissacarideos presentes na
parede celular dos microrganismos, sendo inativa contra células cancerosas (HONG et al.,
2003).

Em outro mecanismo de defesa, mais elaborado, a célula infectada com
microrganismos invasores € inicialmente recoberta com anticorpos e induz a clivagem da
fracBo C3 do sistema complemento, a qual ativa receptores na superficie de células de
defesa, desencadeando o processo de “citotoxicidade mediada por célula-dependente de
anticorpo” (“antibody-dependent cell-mediated cytoxicity” - ADCC) (CHEUNG et al.,
2002). Polissacarideos, como [3-glucanas, presentes na parede celular de microrganismos
invasores, amplificam a resposta imunol égica, induzindo a expresséo de receptores C3b na
superficie de fagécitos. Antigenos tumorais também induzem a producdo de anticorpos,
porém, devido a falta de [-glucanas, a célula cancerosa opsonizada (recoberta com
anticorpos) ndo é capaz de ativar fagdcitos, limitando a eficécia desse mecanismo de defesa
(HONG et a., 2003). Para contornar essa limitagdo, regimes terapéuticos a base de
anticorpos monoclonais especificos contra células cancerosas utilizam 3-glucanas como
adjuvantes no tratamento, as quais ativam a ADCC mediada por mondcitos e granulécitos
(HONG et al., 2004).

As células B também podem atuar na captacdo, processamento e apresentacdo de
antigenos tumorais as células T auxiliadoras ou, ainda, induzindo a resposta das células T
citotoxicas contra o tumor, através da secregdo de IL-1 e lL-2
(ROSEMBERG, 1993).

7. CONCLUSOES

O cogumelo G. lucidum foi cultivado na sua fase vegetativa de micélio, sobre o

substrato trigo em gréos e trigo granulado (“tipo para quibe’) para obtencdo de material
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fermentado no estado sélido. O indculo foi obtido por fermentacéo submersa e a etapa de
peneiramento da biomassa possibilitou a producdo de inéculo na forma de micélio
fragmentado que por sua vez propiciou rapido desenvolvimento micelial sobre o trigo,
reduzindo o tempo de fermentacéo de 30 dias para 14 a 18 dias. Dessa maneira o presente
estudo corrobora para agregacao de valores a esse nutracéutico G. lucidum.

O micélio do cogumelo G. lucidum produzido por fermentacdo no estado solido, em
gréos de trigo, foi utilizado na formulagéo de racdo e incorporado na dieta dos ratos, estes
inoculados com Tumor Walker 256, para avaliagdo de seu efeito no metabolismo e acdo
imunoduladora e anti-tumoral.

A funcdo renal dos ratos manteve-se dentro dos limites de normalidade, sem
alteracOes significativas para val ores séricos de uréa e creatinina. Comprovando ndo existir
nefrotoxicidade nos animais que alimentaram-se de ragéo suplementada com G. lucidum.

A funcdo hepética ndo apresentou alteragdes significativas, ndo houve elevacdo
significativa das enzimas TGO e TGP. Comprovando que a racao suplementada com G.
lucidum, ndo é hepatotdxica, para esse modelo animal.

Atividade imunomoduladora foi observada com aumento significativo do
CD8+(supressores/citotoxicos), no grupo tratamento quando comparada ao grupo controle.
Atividade anti-tumoral foi verificada no presente estudo. Constatou-se uma inibicdo
tumoral de 61% no grupo que recebeu racdo suplementada com G. lucidum.

Observou-se um menor indice de mitose celular no grupo tratamento o que reflete a menor
malignidade tumoral em resposta a racéo suplementada com G. lucidum.

O presente estudo corrobora a percepcao da comunidade cientifica. Verificaram-se
propriedades anti-tumorais do Ganoderma lucidum contra o Tumor Walker nesse modelo
animal.

Futuros trabalhos seréo necessarios para que exista aplicabilidade clinica real desse
nutracéutico, com importante atividade imunomodul adora e anticancerigena, em humanos.
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