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Pesquisa

Fotografias e ilustrações cedidas pelos autores

Extração, análise de rendimento, estrutura química e atividade biológica

β-GLUCANAS DO COGUMELO

RESUMO

Agaricus subrufescens Peck (=
Agaricus blazei Murrill sensu Heine-
mann, = Agaricus brasiliensis Was-
ser, Diduck, de Amazonas & Stamets),
popularmente conhecido no Brasil
como Cogumelo Medicinal, é um fun-
go nativo e cultivado no país. Devi-
do às suas propriedades medicinais,
particularmente em relação ao con-
teúdo e estruturas de β-glucanas com
atividade biológica, vêm ganhando
importância em diversos países, prin-
cipalmente para uso nutricêutico, i.e.,
cogumelos minimamente processa-
dos e encapsulados. Foram analisa-
das frutificações de A. subrufescens
(UFSC 51) coletadas nos estágios de
maturação com píleo fechado (F) e
moderadamente aberto (A), para se
avaliar o rendimento e as caracterís-
ticas estruturais dos polissacarídeos
solúveis em água a 100 oC antes e
após a purificação das β-glucanas
usando-se cromatografia líquida,
identificação por espectrometria
(FTIR e RMN de 13C e 1H) e teor de
proteínas. Identificou-se um polissa-
carídeo de estrutura (1→6)-(1→3)-β-
glucanas, com baixo teor de proteí-
nas (em média 0,59 %) nos dois es-
tágios de maturação, porém com au-
mento do rendimento das β-gluca-
nas com a maturação passando de
41,9 mg.g-1 (F) para 43,4 mg.g-1 (A)
do peso seco da amostra. As β-glu-
canas destas frutificações nos dife-
rentes estágios foram avaliadas quan-
to à atividade biológica sobre o pro-
cesso de vascularização inicial em
embriões de galinha (Gallus domes-
ticus). Foi constatado um efeito pró-
vasculogênico, correspondendo em
média a um aumento de 30,4 % no
número de vasos em relação ao con-

trole e conseqüente aumento no
crescimento dos embriões conside-
rando-se as β-glucanas isoladas dos
diferentes estágios de maturação e
concentrações testadas. Estes resul-
tados sugerem que as β-glucanas
aumentaram a formação de vasos
sanguíneos e que este efeito pode
ser mediado pela atividade imuno-
moduladora, com potencial no tra-
tamento de isquemias e cicatriza-
ção. Como conseqüência, frutifica-
ções maduras de A. subrufescens
que também contêm essas β-glu-
canas com atividade biológica de-
veriam ser utilizadas na elaboração
de produtos nutricêuticos, propici-
ando assim uma otimização na uti-
lização da biomassa do cogumelo.

1. INTRODUÇÃO

Nas décadas de 60 e 70, foram
coletados no Brasil (Piedade, São
Paulo) espécimes de cogumelos
identificados com Agaricus blazei
Murrill, posteriormente denomina-
dos Agaricus blazei Murrill sensu
Heinemann. O cultivo da espécie
no Brasil iniciou-se na década de
90 devido às condições climáticas
ideais, já que é uma espécie nativa
do continente americano (IWADE
& MIZUNO, 1997). Recentemente,
Wasser et al. (2002) propuseram
para a espécie nativa do Brasil uma
nova denominação, Agaricus bra-
siliensis. Porém, estudos compara-
tivos entre várias espécies realiza-
dos por Kerrigan (2005) indicaram
que esta espécie é biológica e filo-
genéticamente identificada com
Agaricus subrufescens Peck, classi-
ficada em 1893, também nativa na
América do Norte. Taxonomica-
mente, esta espécie de fungo é clas-
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sificada como Basidiomycetes, ordem
Agaricales, família Agarycomycetide-
ae, tribo Agariceae, seção Arvenses,
gênero Agaricus.

No presente trabalho a denomi-
nação A. blazei será utilizada quan-
do se refere a trabalhos já publica-
dos com essa denominação taxonô-
mica. Por outro lado, em concordân-
cia com Kerrigan (2005), modifica-
mos a denominação A. brasiliensis
no título e no decorrer do texto para
A. subrufescens (Figura 1), para a
estirpe utilizada em nossa pesquisa
que foi identificada por Neves (2000).

No cultivo de A. subrufescens, no
Brasil, as frutificações (cogumelos)
são coletadas principalmente no es-
tágio imaturo, quando o cogumelo
dispõe do píleo (chapéu) fechado,
atendendo a padrões morfológicos
pré-estabelecidos. No entanto, essas
frutificações ainda não atingiram uma
biomassa máxima, sendo, no entan-
to, nesse estágio que o cogumelo
detém maior valor comercial para
exportação. As frutificações com os
píleos abertos são ...muitas vezes
descartadas pelos produtores.

Espécimes de A. blazei foram le-
vadas para o Japão, na década de
70, por pesquisadores interessados
nas propriedades medicinais e no

cultivo do cogumelo. Desde então,
diversos trabalhos científicos têm sido
publicados relatando as proprieda-
des anti-tumoral, anti-mutagênica,
anti-viral, anti-trombótica, hipotensi-
va e antioxidante, atividades relacio-
nadas a uma ampla gama de subs-
tâncias, tais como ésteres, ácidos li-
noleico e oleico, proteínas, enzimas,
vitaminas e polissacarídeos (MIZU-
NO et al., 1990a; EGUCHI et al., 1999;
DELMANTO et al., 2001; MATSUI et
al., 2003; CHEN et al., 2004; HUANG
et al., 2004).

Algumas das atividades biológi-
cas, principalmente a anti-tumoral,
têm sido relacionadas às β-glucanas
presentes na parede celular do fun-
go (KAWAGISHI et al., 1990; MIZU-
NO et al., 1990a; 1990b; OHNO et
al, 2001) sendo que diversas paten-
tes foram concedidas para processos
de maximização da produção e utili-
zação desses polissacarídeos (OKU-
BO et al., 1991; FUJIMIYA & EBINA,
2000).

As β-glucanas dos fungos são
polissacarídeos com função estrutu-
ral na parede celular do micélio, das
frutificações do fungo, ou ainda po-
dem ser exo-polissacarídeos. As β-
glucanas da parede celular estão li-
gadas à quitina (glucosaminaglicana)
e proteínas (MOL et al., 1990). Essas
moléculas são estruturas altamente
ordenadas, formadas principalmen-
te por unidades de β-glucose (anéis
do tipo β-glucopiranosídico), diferen-
ciando-se da celulose das plantas, por
exemplo, pelo tipo de ligação entre
as unidades desses açúcares da ca-
deia principal e por possuirem rami-
ficações, apresentando usualmente
elevado peso molecular (PM) (CLE-
ARY et al., 1999; SHU et al., 2003).
Essas características conferem ações
biológicas distintas a estas macromo-
léculas sendo a estrutura química, um
fator fundamental para a atividade
das β-glucanas sobre o sistema imu-
nológico (BROWN & GORDON,
2001; BETA GLUCAN RESEARCH,
2003).

As β-glucanas presentes nas fru-

Figura 2. Detalhe da estrutura química da (1→3)-(1→6)-β-glucana de
Lentinula edodes (shiitake), evidenciando a cadeia principal e as
ramificações a cada 3 resíduos de β-D-glucose

Figura 1. Frutificação de Agaricus subrufescens com píleo aberto e detalhe
da estrutura química da (1→→→→→6)-(1→→→→→3)-βββββ-glucana isolada deste fungo
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tificações de Lentinula edodes, o shii-
take, ou as secretadas por Schizo-
phyllum commune exercem ativida-
de anti-tumoral e são conhecidas
como lentinan e schizophyllan, res-
pectivamente. Tais polissacarídeos
possuem estruturas semelhantes, com
cadeia principal composta por uni-
dades de β-glucopiranose, contendo
ligações do tipo β-(1→3) e ramifica-
ções β-(1→6) a cada três unidades
de β-glucose da cadeia principal (Fi-
gura 2). Estes compostos constituem
frações do extrato aquoso (100 oC),
com peso molecular entre 500.000 e
1.000.000 Daltons e estrutura em tri-
pla-hélice, formando gel em solução
aquosa (MIZUNO, 1999; RAU, 2002).

Segundo Shigesue et al. (2000),
uma fração das frutificações de Gri-
fola frondosa denominada Fração-D,
constitui-se de uma β-glucana com
atividade anti-tumoral e pró-angio-
gênica, possuindo cadeia principal
com ligações do tipo β-(1→6) e ra-
mificações β-(1→3), com 30 % de
proteína e peso molecular de
1.000.000 Daltons.

Nas frutificações de A. blazei as
principais substâncias anti-tumorais
são o complexo (1→6)-β-glucana-
proteína na fração insolúvel em água
e a estrutura (1→6)-(1→3)-β-gluca-
na na fração solúvel em água, com
peso molecular de 2.000.000 Daltons
(MIZUNO et al., 1990a, 1990b). Po-
rém, Ohno et al. (2001) e Dong et al.
(2002) relataram que os componen-
tes polissacarídicos das frações solú-
vel e insolúvel em água apresenta-
ram a cadeia principal β-(1→6) e ra-
mificações β-(1→3) conectadas.

Os cogumelos são consumidos,
tradicionalmente no Japão e na Chi-
na, como alimentos que beneficiam
a saúde (alimentos funcionais ou
nutracêuticos), sendo que, nas últi-
mas décadas vêm sendo também
consumidos como nutricêuticos (su-
plementos dietéticos) e medicamen-
tos, sobretudo devido ao elevado teor
de β-glucanas bioativas. O termo nu-
tricêutico é utilizado para uma nova
classe de subprodutos obtidos das
frutificações ou do micélio, minima-
mente processados, podendo ser en-
capsulados para serem consumidos
como suplementos dietéticos com
propósito terapêutico (CHANG &

BUSWELL, 1996). Como medicamen-
tos, as β-glucanas são utilizadas no
Japão, desde a década de 80, no tra-
tamento de pacientes com câncer e
comercializados com nomes comer-
ciais como, Krestin® (Trametes versi-
color), Lentinan® (L. edodes) e Soni-
filan® (S. commune) (MIZUNO,
1999).

Os nutricêuticos tiveram um con-
sumo crescente nos últimos anos,
com estimativas de terem movimen-
tado mundialmente cerca de US$ 47
bilhões em 2002. Em 1999, os nutri-
cêuticos de cogumelos medicinais
movimentaram cerca de 10 % deste
valor (JONG, 2005).

Nos Estados Unidos, os nutricêu-
ticos contendo β-glucanas são geral-
mente produtos reconhecidos como
seguros (GRAS, Generally Recognized
as Safe) pelo Food and Drug Admi-
nistration (FDA), e comercializados
na forma de extratos, cápsulas ou
tabletes (BETA GLUCAN RESEARCH,
2003; BOREK, 2003).

No Brasil, conforme o informe
técnico n° 6, de 31 de janeiro de 2003,
da Agência Nacional de Vigilância
Sanitária (ANVISA), cogumelos a
exemplo de A. blazei, nas formas
dessecadas inteiras ou fragmentadas
e em conserva são considerados ali-
mentos e estão dispensadas da obri-
gatoriedade de registro, enquadradas
na Resolução n° 23/00.

Recentemente (11 de janeiro de
2005), a Comissão de Assessoramen-
to Técnico-Científico em Alimentos
funcionais e Novos Alimentos (CT-
CAF) e a Gerência-Geral de Alimen-
tos da ANVISA atualizaram a lista dos
Alimentos e Substâncias Bioativas
com Alegações de Propriedades Fun-
cionais e ou de Saúde e Novos Ali-
mentos (Resolução RDC n° 2, de 7
de janeiro de 2002), e através de evi-
dências científicas (artigos em portu-
guês ou em língua estrangeira) in-
cluíram as β-glucanas com a seguin-
te alegação: “A beta glucana (fibra
alimentar) auxilia na redução da ab-
sorção do colesterol. Seu consumo
deve estar associado a uma dieta
equilibrada e hábitos de vida saudá-
veis”. É possível comercializar os
cogumelos em pó, cápsula, tablete
ou comprimido, devendo conter na
tabela de informação nutricional a

quantidade da β-glucanas, como fi-
bra solúvel, abaixo das fibras alimen-
tares. Em sua embalagem não pode-
rá ser veiculada informação alusiva
as suas propriedades que não sejam
aquelas aprovadas pelo órgão com-
petente da ANVISA.

Diante da possibilidade de surgi-
mento de estudos científicos que
comprovem outras atividades bioló-
gicas tal como a imunomodulatória,
a anti-tumoral e a anti-viral das β-
glucanas de A. blazei, a exemplo de
vários fungos já pesquisados, que
incluem desde a levedura de cerve-
ja, G. frondosa, L. edodes, uma alter-
nativa seria estender a legislação dos
fitoterápicos (Resolução RDC n° 48,
de 16 de março de 2004) para os mi-
coterápicos, sendo, da mesma forma
necessário o desenvolvimento de
estudos que relacionam o principal
constituinte (β-glucanas) e as suas
propriedades medicinais, para com-
provação da sua eficácia e seguran-
ça para uso humano. Essa sugestão
viabilizaria ainda o registro de extra-
tos a base de A. blazei, comerciali-
zados em diversos países.

Em função do exposto, a poten-
cialidade das β-glucanas de A. bla-
zei, na fabricação de produtos nutri-
cêuticos e farmacêuticos, depende do
desenvolvimento de pesquisas envol-
vendo diversas etapas, incluindo a
otimização do cultivo do fungo, a
obtenção da matéria ativa, o estabe-
lecimento de métodos de extração
destes polissacarídeos em escala co-
mercial e estudos pré-clínicos e clí-
nicos.

O mecanismo de ação anti-tumo-
ral, das β-glucanas difere daquele
envolvido nos tratamentos quimio-
terápicos convencionais, já que atua
ativando e reforçando as diversas
funções imunológicas do hospedei-
ro, constituindo-se, portanto, em um
tratamento do tipo imunoterápico,
ativando as células NK (Natural Kil-
ler), os macrófagos, as células T e a
liberação de citocinas/interleucinas
assim como a  produção de anticor-
pos (MIZUNO, 1999; JONG, 2002;
BETA GLUCAN RESEARCH, 2003).

As β-glucanas são reconhecidas
pelo sistema imune inato dos verte-
brados através de receptores de su-
perfície celular, designado primaria-
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mente para o controle de patógenos
fúngicos  (ADEREM & ULEVITCH,
2000). As β-glucanas reconhecem e
se ligam aos receptores de diversas
células humanas, principalmente leu-
cócitos, incluindo macrófagos, mo-
nócitos, neutrófilos e NK, como tam-
bém a receptores de células não-imu-
nes como as endoteliais e os fibro-
blastos (BROWN & GORDON, 2003).
Recentemente, foram identificados
três receptores celulares de β-gluca-
nas: CR3, dectin-1 e lactosilceramida
(ZIMMERMAN et al., 1998; ROSS et
al., 1999; BROWN & GORDON, 2001;
2003).

Os CR3 são receptores celulares
responsáveis por diversas atividades
in vitro e in vivo, estimulando a se-
creção de citocinas (TNF-α, IFN-α,
IFN-γ e IL-6) em células NK, princi-
palmente na presença de patógenos
(ROSS et al., 1999). Os receptores do
tipo dectin-1, de monócitos e macró-
fagos, possuem um ligante para po-

lissacarídeos exógenos e outro ligante
co-estimulatório para células T. Al-
guns estudos demonstraram que es-
ses receptores celulares e também o
lactosilceramida de linfócitos reco-
nhecem β-glucanas, principalmente
com estrutura do tipo β-(1→3) e β-
(1→6) (ZIMMERMAN et al., 1998;
BROWN & GORDON, 2001).

Na tabela 1 são apresentadas as
estruturas químicas de diversas glu-
canas de A. blazei, principalmente β-
glucanas, resultados de estudos pré-
clínicos realizados in vivo e in vitro
e respectivos mecanismos de ação.
Em alguns destes trabalhos foi rela-
tado que as β-glucanas apresentaram
citotoxicidade específica sobre célu-
las tumorais, contudo, não apresen-
taram toxicidade para células normais
(FUJIMIYA et al., 1998; SHIMIZU et
al., 2002). Estudos clínicos conduzi-
dos no Japão e na China, entre 1992
e 2003, demonstraram que pacientes
com tumores malignos, sob tratamen-

to com quimioterápico ou radioterá-
picos, apresentaram diminuição de
todos os efeitos colaterais quando
usaram simultaneamente A. blazei,
promovendo-se a hematopoiese e
imunoestimulação, em comparação
ao grupo de pacientes que utiliza-
ram somente o tratamento quimiote-
rápico (JING et al., 1994; RONG et
al., 1995; AHN et al., 2004).

(1→6)-(1→3)-β-Glucanas extraí-
das em água, a 100 oC, das frutifica-
ções de A. blazei apresentaram 96,77
% de ação inibitória do crescimento
de tumores sólidos, Sarcoma 180 em
ratos, além de um aumento signifi-
cativo na proliferação de linfócitos T
e B in vitro (MIZUNO et al., 1990a;
DONG et al., 2002). β-Glucana com
estrutura química semelhante, encon-
trada no fungo G. frondosa (Fração-
D), também com atividade anti-tu-
moral, estimulou a atividade de ma-
crófagos, aumentou a concentração
de fatores de crescimento vascular

Tabela 1.
Principais glucanas encontradas nas frutificações de A. blazei, as respectivas atividades e mecanismos de ação

Glucanas

(1→6)-β-
glucana-proteína

(1→6)-(1→3)-β-
glucana

(1→6)-β-
glucana-proteína

(1→4)-α-glucana
(1→6)-β-
glucana-proteína

(1→4)-α-glucana
(1→6)-β-
glucana-proteína

(1→6)-(1→3)-β-
glucana e (1→6)-
(1→3)-β-
glucana-proteínas

(1→6)-(1→3)-β-
glucana

In Vitro

Tumoricida em
células de tumor
Meth A

Proliferação de
linfócitos T e B

In Vivo

Anti-tumor
Sarcoma 180

Anti-tumor
Sarcoma 180

Anti-tumor
Meth A

Anti-metastase
Meth A (intra
tumoral)

Anti-tumor e
anti-metástase
Meth A

Anti-tumor
Sarcoma 180

Mecanismo de Ação

↑  linfócitos T
aux.

↓  linfócitos T
supres.

Imunoestimulação
com citotoxidade
seletiva

Citotoxidade
seletiva, ↑  NK e
apoptose

Imunoestimulação

Autores

Kawagishi et al.
(1990); Mizuno et al.
(1990b)
Mizuno et al.
(1990a)

Itoh et al. (1994)

Ebina et al. (1998)

Fujimiya et al.
(1998)

Ohno et al. (2001)

Dong et al. (2002)

Atividades
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endotelial (VEGF) e do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-α) no
plasma e induziu angiogênese in
vivo (ratos da linhagem C3H/
HeJ). A β-glucana também au-
mentou a capacidade de prolife-
ração e a quimiotaxia (capacida-
de de migração) das células vas-
culares endoteliais humanas, in
vitro (MATSUI et al., 2001).

Para o ergosterol, obtido da
fração lipídica do cogumelo A.
blazei, foi descrito atividade anti-
angiogênica resultando na redu-
ção do crescimento (volume) de
tumores em camundongos por-
tando o tumor Sarcoma-180. A ad-
ministração oral ou intra-perito-
neal dessa fração não causou efei-
tos adversos, como a redução do
tamanho dos animais (TAKAKU
et al., 2001).

Durante o desenvolvimento
embrionário a angiogênese está
relacionada à remodelagem da
vascularização primária com a for-
mação de novos capilares, impor-
tante no desenvolvimento dos ór-
gãos e sistemas. No adulto, o pro-
cesso de angiogênese ocorre nos
ciclos de reprodução (prolifera-
ção do endométrio), na gravidez
(desenvolvimento placentário),
no crescimento dos cabelos, in-
flamação e na cicatrização. O de-
senvolvimento dos vasos sanguí-
neos é estritamente regulado por
um equilíbrio dinâmico entre a
ativação e a inibição do proces-
so de formação de vasos. Este é
mediado por fatores (sinais) pró-
angiogênicos - tais como o fator
de crescimento vascular endote-
lial (VEGF) e o fator de cresci-
mento de fibroblastos (FGF) - e
anti-angiogênicos, como a angi-
ostatina (KERBEL & FOLKMAN,
2002).

A angiogênese e a vasculogê-
nese, i.e. vascularização primor-
dial a partir da diferenciação de
células progenitoras endoteliais,
estão intimamente relacionadas
na fase embrionária, principal-
mente devido à atuação comum
dos fatores de crescimento angi-
ogênicos como o VEGF e o FGF,

considerados importantes na estimu-
lação dos mecanismos de prolifera-
ção, migração e diferenciação de cé-
lulas endoteliais. Outras citocinas,
como os fatores estimuladores de
colônia de macrófagos e células T
(GM-CSF), também estimulam a di-
visão e a diferenciação de progeni-
toras endoteliais (CARMELIET, 2003;
RAFII & LYDEN, 2003).

Recentente, a vasculogênese tem
sido descrita em processos similares
também em adultos Assim, células
progenitoras endoteliais em adultos
normalmente residem em diversos
tecidos, entre os quais a medula ós-
sea, mas podem ser mobilizadas para
a circulação por meio de sinais como
fatores de crescimento angiogênicos,
ou hormônios, a partir de danos em
vasos sanguíneos. Essas células são,
então, incorporadas nos locais de
atividade angiogênica, onde se dife-
renciam em células endoteliais, que
formarão novos vasos durante a re-
generação de tecidos, bem como, em
alguns tipos de tumores. (FOLKMAN,
1971; RAFII & LYDEN, 2003).

Em razão do tropismo das β-glu-
canas sobre o sistema vascular, efe-
tuou-se neste trabalho, um bioensaio
de vasculogênese utilizando-se β-glu-
canas isoladas de A. subrufescens
(píleo fechado e aberto) sobre a ve-

sícula (saco) vitelínica de embriões
de galinha (espécie Gallus domesti-
cus), na idade de 2 a 4 dias de incu-
bação, avaliadas in ovo.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Agaricus subrufescens utilizado
neste experimento foi depositado na
coleção de fungos do Laboratório de
Cogumelos Comestíveis e Medicinais,
do Departamento de Microbiologia
e Parasitologia, da Universidade Fe-
deral de Santa Catarina, sob código
UFSC 51. Amostras das frutificações,
em diferentes estágios de maturação,
foram coletadas no cultivo comerci-
al em propriedade localizada no
município de Biguaçú (SC), em de-
zembro de 2003. Esses estágios in-
cluíram: frutificações com píleo fe-
chado (F) e píleo moderadamente
aberto (A), i.e., com esporos imatu-
ros, conforme Figura 3.

As frutificações foram coletadas
por torção leve, cuidadosa e rente
ao substrato. Após coleta foram co-
locadas em sacos de papel pardo sob
refrigeração (8 oC), durante 30 min,
para retirar o calor de campo e dimi-
nuição dos processos enzimáticos,
sendo transportadas ao laboratório
em bolsa térmica. As frutificações
foram lavadas e escovadas para re-

Figura 3. Frutificações de Agaricus subrufescens nos estágios de
maturação com píleo fechado (F) e moderadamente aberto (A)
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moção de sujidades e da coloração
marrom do píleo, tal como é reque-
rido pelos padrões do consumidor.
Em seguida, foram seccionadas lon-
gitudinalmente em duas partes e de-
sidratadas em estufa, com ventilação
forçada, e aumento gradual de tem-
peratura, iniciando-se a 41 oC até fi-
nalizar a 60 oC (18 h de secagem). As
amostras foram embaladas em sacos
plásticos, seladas e armazenadas em
câmara fria.

O protocolo para extração e iso-
lamento das β-glucanas das frutifica-
ções de A. subrufescens foi definido
por Mizuno et al. (1990a). Para tan-
to, foram pesados aproximadamente
20 g de frutificações desidratadas de
A. subrufescens, trituradas e lavadas
com solução de etanol 85 % (v/v)
aquecido a 80 oC durante 3 h. Esta
etapa foi repetida 3 vezes. A fração
polissacarídica foi obtida da fase só-
lida, com 350 mL de água destilada,
aquecida a 100 oC, por 3 h, em ex-
trator de refluxo, e filtrada. A essa
fração líquida foram adicionados 4
volumes de etanol 96 oGL para pre-
cipitação dos polissacarídeos. Esta
etapa foi repetida 3 vezes. O volume
foi reduzido por evaporação rotativa
e dialisado contra água destilada-dei-
onizada. Subseqüentemente, a amos-
tra foi liofilizada. Seguindo a purifi-
cação das β-glucanas, foi pesado 1,0
g da amostra liofilizada, dissolvida em
água destilada, e eluída em coluna
de troca iônica (35 cm altura x 1 cm
∅ ) contendo DEAE – celulose (35
mL, Sigma), utilizando-se primeira-
mente H

2
O destilada (105 mL) como

fase móvel, e descartando esta fra-
ção neutra. Na continuidade, utilizou-
se um gradiente de eluição de 0,25;
0,5; 0,75 M de NaCl (105 mL de cada
fração). Essas frações foram dialisa-
das e concentradas para, então, ser
fracionada em sistema cromatográfi-
co, (35 cm altura x 1 cm ∅ ) utilizan-
do 35 mL da fase estacionária Toyo-
pear HW-65F (Tosoh), desprezando
o volume morto, e coletando os pri-
meiros 35 mL para se obter a fração
do polissacarídeo com maior peso
molecular. A separação de β-gluca-
nas/α-glucanas da fração ácida foi
efetuada através de cromatografia de
afinidade, com fase estacionária de

10 mL de Concanavalina A-Sepharo-
se 4B (10 cm altura x 1 cm ∅ , Fluka
Biochemika). A fração β-glucana foi
coletada utilizando-se água destila-
da como fase móvel (40 mL). Os elu-
atos das frações de β-glucanas oriun-
das das frutificações F e A foram lio-
filizados e pesados para a determi-
nação do rendimento, calculado em
relação ao peso da amostra inicial
(frutificações desidratadas), conside-
rando o teor de umidade de cada
amostra baseado no método gravi-
métrico a 105 oC.

Pelo método de Bradford (1976),
foram dosadas as proteínas totais nas
frações de β-glucanas, utilizando o
reagente Coomasie Brilliant Blue G-
250 e espectrofotometria UV-visível
(λ

595
η

m
). Foram utilizados a média de

três avaliações da absorbância, e os
valores foram plotados na curva de
calibração de albumina de soro bo-
vino (Sigma) em concentrações 0,5;
1; 5; 10; 15; 20 µg/0,1 mL.

A análise estrutural das frações de
β-glucanas foi realizada por espec-
troscopia na região do infraverme-
lho, com transformada de Fourier
(FTIR), em pastilhas de KBr e espec-
trômetro ABD Bomem Inc. (FTLA
2000). Adicionalmente, análises de
ressonância magnética nuclear de 13C
(13C-RMN) foram efetuadas em espec-
trômetro Bruker (DRX-400) operan-
do em 9,4 T, temperatura de 298 ºK e
TSPAd

4 
como padrão interno e sequ-

ência de pulso zgpg30. Para tal, apro-
ximadamente 120 mg de biomassa
seca/amostra, foram diluídos em 600
µl de D

2
O e transferidos para um tubo

de 5 mm de diâmetro interno.
Para realização dos experimentos

de vasculogênese, foram calculadas
as concentrações de β-glucanas de
A. subrufescens, tendo como referên-
cias à dose de 100 mg de β-glucana/
Kg.dia-1, descrita para a obtenção da
atividade anti-tumoral (MIZUNO et al.
1990a). Além disto, a dose de 10 mg
de β-glucana.dia-1, para o consumo
de um homem com 75 Kg de peso,
foi considerada para a obtenção do
aumento da atividade de macrófagos
(HUNTER; GAULT & BERNER, 2002).
Considerando o peso médio de 42
mg do embrião de G. domesticus na
idade de 4 dias, as concentrações

para os tratamentos tiveram como
referência uma concentração de 6 µg
, utilizando-se, então, nos experimen-
tos, as doses de 1µg, 5 µg, 10 µg, 15
µg e 20 µg/embrião (n=6) de β-glu-
canas isoladas das frutificações F e
A.

Os ovos de galinha da espécie G.

Figura 4. Suporte (disco) de
metilcelulose (seta) implantado
na vesícula vitelínica dos
embriões de galinha, usado no
tratamento e na quantificação
dos vasos sanguíneos (a)

Figura 5. Indicação (linhas em
preto) dos eixos cefálico–
cervical (CCV) e cervical–caudal
(CVC) utilizados para a
determinação das medidas de
comprimento total dos embriões
de galinha, com 4 dias de
incubação (a- coração; b- olho;
c- alantóide; d- vesícula
vitelínica)
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domesticus (linhagem Ross) fertili-
zados, de tamanho médio padrão,
foram obtidos junto à empresa Ma-
cedo Koerich S.A. (Distrito Industri-
al de São José, Santa Catarina, Bra-
sil). Esses ovos foram coletados logo
após a postura e incubados sobre
suporte plástico, em estufa, à tem-
peratura de 37,5 ºC, 30 % de umida-
de relativa do ar e ventilação mecâ-
nica. Após um período inicial de in-
cubação de 2 dias, os ovos foram
retirados da incubadora para aber-
tura de um orifício (janela) na cas-
ca, de aproximadamente 10 mm de
diâmetro. Para aplicação dos trata-
mentos, as β-glucanas foram adsor-
vidas (volume = 5 µl) em suportes
de metilcelulose (VIS 440 CP, Aldri-
ch) na concentração final de 0,45
%. Na polimerização desses supor-
tes (discos), a secagem da solução
foi efetuada ao ar (fluxo laminar)
em uma bandeja de metal revestida
de Teflon . Os tratamentos consis-
tiram de uma única dose (disco) por
ovo. Os discos foram preparados
previamente ao início dos experi-
mentos e mantidos a –18 ºC, na au-
sência de luz e depositados sobre
as ilhotas sanguíneas da vesícula vi-
telínica dos embriões de 2 dias de
idade. Discos de metilcelulose con-
tendo somente água ultra-filtrada
(pH 7,2) foram utilizados como con-
trole.

Concluída a aplicação do trata-
mento, as janelas, na casca, foram
fechadas com fita adesiva opaca e

os ovos retornaram à incubadora até
o final do período total de 4 dias. Ao
término desse período, as vesículas
foram analisadas ao microscópio es-
tereoscópio (35 x).

A avaliação dos efeitos dos trata-
mentos sobre a vasculogênese em-
brionária foi realizada com base na
quantificação dos vasos vitelínicos
que interceptavam o limite do disco
e na biometria (medidas de compri-
mento embrionário em relação aos
eixos cefálico-cervical-caudal).

Os resultados foram expressos
como média e erro padrão da média
e comparados através da análise de
variância (ANOVA), seguido do teste
de Tukey.

Os experimentos foram realizados
de acordo com os procedimentos
descritos em protocolo aprovado pela
Comissão de Ética no Uso de Ani-
mais (CEUA/UFSC, Florianópolis, SC).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os valores de rendimento do pro-
tocolo de extração e purificação das
β-glucanas de A. subrufescens nos
estágios de maturação com píleo fe-
chado (F) e moderadamente aberto
(A) são apresentados na tabela 2.

O rendimento da β-glucana de A.
subrufescens aumentou com a matu-
ração das frutificações passando de
41,9 mg.g-1 (F) para 43,4 mg.g-1 (A).
Os resultados foram superiores aos
valores encontrados em estudos pré-
vios de Eira (2003), cujos resultados

atingiram em média, 5 mg.g-1 de
peso seco de amostra, após pré-tra-
tamento enzimático (β-glucosida-
se), ou compatíveis aos rendimen-
tos obtidos pelo método enzimáti-
co indireto de α-glucosidase de
39,03 a 67,98 mg.g-1 de β-glucanas,
resultados estes dependentes das
estirpes analisadas. De forma simi-
lar, os valores de rendimento das
β-glucanas de A. subrufescens fo-
ram superiores aqueles encontra-
dos para a Fração-D (30 mg.g-1),
extraída das frutificações de G. fron-
dosa (SHIGESUE et al., 2000). É
importante ressaltar que as frutifi-
cações de A. subrufescens com pí-
leo aberto moderadamente apre-
sentaram maior rendimento de β-
glucanas, assim como ocorreu com
amostras de L. edodes e G. frondo-
sa no mesmo estágio, as quais pro-
duziram acentuada estimulação de
macrófagos (MINATO et al., 2001).

As β-glucanas das frutificações
nos estágios de maturação F e A
apresentaram uma reduzida quan-
tidade de proteínas totais (Tabela
2). Estes resultados evidenciam que
os polissacarídeos das frações pu-
rificadas possuem baixo teor de
proteína (em média 0,59 %), en-
quanto a fração obtida por Mizuno
et al. (1990a) apresentou um con-
teúdo maior de proteínas (6,3 %).
Tal resultado sugere que o proto-
colo, de extração e isolamento uti-
lizado permitiu a obtenção de fra-
ções de elevada pureza, i.e., maior
proporção de β-glucanas compara-
tivamente a outros compostos, um
fato de interesse, uma vez que a
atividade biológica está relaciona-
da diretamente com este polissaca-
rídeo.

Os espectros de FTIR das fra-
ções de polissacarídeos extraídos e
purificados das frutificações nos es-
tágios F e A apresentaram absor-
ções nas regiões de freqüências ca-
racterísticas de grupos funcionais
comumente encontradas em polis-
sacarídeos, inclusive para as β-glu-
canas. Os espectros de FTIR tam-
bém indicaram a ausência de áci-
dos urônicos e reduzida quantida-
de de proteína (PERLIN & CASU,
1982), o que foi posteriormente

Tabela 2.
Rendimento e teor de proteínas de β-glucanas extraídas de A.
subrufescens nos estágios de maturação com píleo fechado (F) e
moderadamente aberto (A)

Estágios de Rendimento de Proteína(mg.g-1)b

Maturação βββββ-glucanas
(mg.g-1)a

F 41,9    5,8

A 43,4    6,0

amg de glucana/g de frutificação (peso seco)
b mg de proteína/g de β-glucana.
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confirmado (tabela 2). Os espectros
de RMN de 13C obtidos das frações
de polissacarídeos de A. subrufescens
para cada estágio de maturação fo-
ram comparados com outros espec-
tros que constam da literatura, evi-
denciando-se que as frutificações, nos
dois estágios em estudo, possuem a

estrutura (1→6)-(1→3)-β-glucana,
que já foi identificada por outros
pesquisadores, com elevada ativida-
de anti-tumoral (MIZUNO et al.,
1990a). Dong et al. (2002) propõem
para essa fração uma estrutura de
cadeia principal caracterizada por li-
gações do tipo β-(1→6) e duas uni-

dades glucosilas (1→3)-β- ligada a
cada três unidades de glucose des-
sa cadeia principal.

A avaliação dos efeitos das fra-
ções de β-glucanas das frutificações
de A. subrufescens, extraídas nos es-
tágios de maturação F e A, sobre a
vasculogênese embrionária foi rea-
lizada com base na quantificação
dos vasos sanguíneos vitelínicos,
que interceptam o limite do supor-
te (disco) de metilcelulose (figura
4). Adicionalmente foram desenvol-
vidos estudos de biometria, tendo
sido considerada a medida de com-
primento total obtida pela soma dos
valores de comprimento dos seg-
mentos cefálico-cervical e cervical-
caudal de embriões com 4 dias de
incubação (figura 5; tabela 3).

A análise estatística do número
de vasos formados no limite do dis-
co (Figura 6) mostrou uma diferen-
ça significativa (p<0,05) em todos
os grupos tratados com β-glucanas
das frutificações de A. subrufescens,
nos estágios F e A, em relação ao
grupo controle (veículo), o qual
apresentou, em média, 102 vasos
capilares (Tabela 3). Nos embriões
tratados com β-glucanas, porém,
não houve diferença significativa
entre os grupos tratados nos dife-
rentes estágios de maturação. Além

Número de Vasos
(Média ± EPM)

102 ± 4,03

129 ± 4,10*
135 ± 5,38*
133 ± 0,79*
124 ± 1,90*
129 ± 1,51*

135 ± 3,81*
127 ± 0,84*
130 ± 2,34*
129 ± 3,20*
129 ± 3,92*

Comprimento Total
(mm)

11,9 ± 0,48

14,5 ± 0,46
12,8 ± 0,30
13,4 ± 0,19
14,0 ± 0,21
13,9 ± 0,13

14,5 ± 0,28
14,5 ± 0,42
14,0 ± 0,37
15,1 ± 0,27
15,5 ± 0,30

Tratamentos
(Estágio-µg β-glucana/disco)

Controle

F 1
F 5
F 10
F 15
F 20

A 1
A 5
A 10
A 15
A 20

* Diferenças significativas ao nível de P < 0,05 em relação ao controle

Tabela 3. Valores médios e erro padrão da média (EPM) do número de vasos sanguíneos no limite do disco e do
comprimento total dos embriões de galinha, tratados com concentrações de 1 a 20 µg/disco de β-glucanas extraídas
das frutificações de A. subrufescens, nos estágios de maturação com píleo fechado (F) e moderadamente aberto (A),
e do grupo controle (água ultrafiltrada)

Figura 6. Número de vasos sanguíneos no limite do disco implantado na
vesícula vitelínica de embriões de galinha (2 – 4 dias de incubação) com
os tratamentos contendo β-glucanas extraídas das frutificações de A.
subrufescens nos estágios de maturação com píleo fechado (F - em bran-
co) e moderadamente abertos (A - em preto) nas dosagens de 1, 5, 10, 15
e 20 µg/disco, e o controle (em cinza) contendo somente água
ultrafiltrada. Cada barra vertical representa a média ± E.P.M. de 6 embriões
e os asteriscos denotam o nível de significância, sendo *P < 0,001 em rela-
ção ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey)
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disto, entre os grupos de embriões
tratados com β-glucanas de um
mesmo estágio (F ou A), não foram
detectadas diferenças significativas
em relação às concentrações utili-
zadas nos tratamentos.

As vesículas vitelínicas expostas
aos tratamentos com β—glucanas
das frutificações de A. subrufescens,
nos estágios F e A, apresentaram
um número de vasos sanguíneos
significativamente superiores àquele
observado no controle (Tabela 3;
Figura 6), evidenciando um efeito
pró-vasculogênico. Essa resposta,
contudo, não foi dose-dependen-
te, mas homogêneas para todos os
tratamentos em estudo, i.e., estági-
os de maturação e doses. Mesmo
na concentração de 20 µg β-gluca-
na/disco, superior ao dobro da con-

centração padrão (6 µg/disco), foi
observado um efeito pró-vasculo-
gênico, sem qualquer evidência de
dano aos embriões.

A dosagem de 10 µg/disco para
o estágio F resultou no maior nú-
mero de vasos formados (133 ± 0,79
vasos), correspondendo a um au-
mento de 30,4 % no número de
vasos em relação ao controle (102
± 4,03 vasos).

Observou-se que as medidas do
comprimento total dos embriões tra-
tados com as β-glucanas foram su-
periores àquelas dos embriões con-
trole (11,9 ± 0,48 mm; Tabela 3; Fi-
gura 7). Foi possível estabelecer
uma relação entre o crescimento
dos embriões e a formação dos va-
sos nas amostras expostas às β-glu-
canas de A. subrufescens, exceto

nas doses de 5 e 10 µg de β-gluca-
nas do grupo tratado com a fração
do estágio F (Figura 7).

O presente estudo detectou o
efeito pró-vasculogênico do trata-
mento com β-glucanas extraídas de
cogumelos A. subrufescens, em
dois estágios de maturação das fru-
tificações. A atividade pró-vascu-
logênica indica uma ação promo-
tora da formação de vasos primor-
diais, i.e., vasos originados a partir
da diferenciação de células precur-
soras endoteliais (CARMELIET,
2003). Desta forma, a ação poten-
cializa o efeito hematopoético de
estimulação e aumento de células
nucleadas totais, de células tronco
pluripotentes (CFU-s), de células
formadoras de colônias de macró-
fagos e de macrófagos-granulóci-
tos (M-CFC e GM-CFC) (PATCHEN
& MACVITTIE, 1983). Além disso,
de acordo com Ross et al. (1999)
os receptores celulares de β-glu-
canas, i.e. CR3, são responsáveis
por diversas atividades biológicas
in vitro e in vivo, estimulando a
secreção de citocinas como TNF-
α, IFN-α, IFN-γ, e IL-6 em células
NK.

Mesmo que a vasculogênese
seja considerada um processo, cuja
ocorrência em organismos adultos
normais é menos frequente inten-
sa do que a angiogênese, o pro-
cesso vem sendo relacionado prin-
cipalmente a condições fisiopato-
lógicas em indivíduos adultos,
como aqueles resultantes da for-
mação de tumores e doenças car-
diovasculares (FOLKMAN, 1971;
RAFII & LYDEN, 2003).

Face aos resultados já publica-
dos sobre a atividade das β-gluca-
nas, é provável que o efeito pró-
vasculogênico de A. subrufescens
esteja relacionado à atividade imu-
nomodulatória e/ou anti-tumoral
(FUJIMIYA et al., 1998; MIZUNO
et al., 1990a; DONG et al., 2002).
É ainda possível que o efeito este-
ja relacionado com a atividade he-
matopoética, uma vez que esta já
foi descrita em casos de pacientes
de câncer, imuno-deprimidos, que
utilizaram como tratamento com-
plementar os extratos obtidos de
A. blazei (JING et al., 1994; RONG

Figura 7. Comprimento total (mm) dos embriões de galinha (2 – 4 dias
de incubação) para os tratamentos (discos de metilcelulose) contendo
β-glucanas extraídas e purificadas das frutificações de A. subrufescens
nos estágios de maturação com píleo fechado (F - em branco) e mode-
radamente aberto (A - em preto) nas dosagens de 1, 5, 10, 15 e 20 µg/
disco, e o controle (em cinza) contendo somente água ultrafiltrada.
Cada barra vertical representa a média ± E.P.M. de 6 embriões e os as-
teriscos denotam o nível de significância, sendo **P < 0,01 e *P < 0,001
em relação ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey)
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et al.,1995). Essa atividade pode-
ria ser comparada à atividade pró-
angiogênica e anti-tumoral da Fra-
ção-D de G. frondosa, que segun-
do Matsui et al. (2001), inclui β-
glucana com estrutura química se-
melhante àquela de A. subrufes-
cens.

Já foi demonstrado que polis-
sacarídeos de elevado peso mole-
cular de A. blazei obtidos por meio
de fermentação líquida podem ati-
var macrófagos e estimular a libe-
ração da citocina TNF-α (SHU et
al., 2003). Além disso, os macró-
fagos ativados também produzem
citocina IL-8, fatores de crescimen-
to vascular endotelial (VEGF), fa-
tor de crescimento de fibroblastos
- tipo básico (bFGF), sinais pró-
angiogênicos conhecidos, capazes
de influenciar vários estágios da
vascularização (MATSUI et al.,
2001; ONO et al., 1999).

Os macrófagos, quando ativa-
dos, são capazes de modular even-
tos na matriz extracelular, correla-
cionando diretamente a infiltração
dessas células com a densidade de
microvasos na região de tumores,
como o melanoma. No entanto, no
estágio inicial da formação de tu-
mores, os macrófagos possuem a
capacidade de mediar a citotoxi-
cidade específica sobre tumores e/
ou estimular diretamente a ativi-
dade anti-tumoral de linfócitos
(ONO et al., 1999).

Produtos nutricêuticos vêm se
destacando como alternativa tera-
pêutica, com potencial tanto anti-
como pró-angiogênico. No que se
refere a A. blazei, Takaku et al.,
(2001) concluíram que o ergoste-
rol, presente nas frutificações,
promoveu ação anti-angiogênica
No presente trabalho, verificou-se
que as β-glucanas das frutificações,
em diferentes estágios de matura-
ção, apresentaram ação pro-vas-
culogênica. Desta forma o consu-
mo do cogumelo na integra ou em
pó tem potencial para modular a
formação de vasos sanguíneos.
Transposta para uma estratégia de
produção, a utilização conjunta de
cogumelos em ambos os estágios
de maturação supriria o mercado
consumidor com estruturas de re-

levante atividade biológica, e per-
mitiria ao produtor um uso eficien-
te e rentável da biomassa fúngica,
hoje de menor valor no mercado.

Considerando que a Fração-D
de G. frondosa, já aprovada (FDA)
e comercializada nos EUA como
nutricêutico, especificamente devi-
do à sua composição em β-gluca-
nas, apresenta estrutura química e
bioatividade semelhante àquelas de
A. subrufescens, os resultados obti-
dos neste trabalho podem contri-
buir como um importante subsídio
para a legalização no Brasil de pro-
dutos nutricêuticos de A. subrufes-
cens. Gostaríamos de relembrar que
uma forma viável de registro des-
tes produtos no país seria a sua in-
clusão na legislação dos produtos
fitoterápicos, porém como micote-
rápicos. Obviamente não estamos
desconsiderando outras proprieda-
des já reconhecidas inerentes ao co-
gumelo na sua forma nutracêutica,
ou seja, como alimento funcional.

Em conclusão, os resultados
desta investigação evidenciaram
que as frutificações de A. subrufes-
cens coletadas com píleo fechado
e moderadamente aberto incluíram
a importante estrutura (1→6)-
(1→3)-β-glucana, responsável pela
atividade biológica no processo de
vasculogênese. Essas frutificações
em diferentes estágios de matura-
ção têm potencial para utilização
como matéria prima na produção
de nutricêuticos visando o trata-
mento de isquemias e processos de
cicatrização.
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