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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, € um fun-
g0 nativo e cultivado no pais. Devi-
do as suas propriedades medicinais,
particularmente em relacio ao con-
tetido e estruturas de [3-glucanas com
atividade biologica, vém ganhando
importancia em diversos paises, prin-
cipalmente para uso nutricéutico, i.e.,
cogumelos minimamente processa-
dos e encapsulados. Foram analisa-
das frutificacoes de A. subrufescens
(UFSC 51) coletadas nos estagios de
matura¢ao com pileo fechado (F) e
moderadamente aberto (A), para se
avaliar o rendimento e as caracteris-
ticas estruturais dos polissacarideos
soliveis em 4gua a 100 °C antes e
ap6s a purificacao das B-glucanas
usando-se cromatografia liquida,
identificacdo por espectrometria
(FTIR e RMN de C e 'H) e teor de
proteinas. Identificou-se um polissa-
carideo de estrutura (1 - 6)-(1 - 3)-3-
glucanas, com baixo teor de protei-
nas (em média 0,59 %) nos dois es-
tigios de maturacio, porém com au-
mento do rendimento das B-gluca-
nas com a maturagio passando de
41,9 mg.g' (F) para 43,4 mg.g"' (A)
do peso seco da amostra. As B-glu-
canas destas frutificacdes nos dife-
rentes estigios foram avaliadas quan-
to a atividade biolégica sobre o pro-
cesso de vascularizacdo inicial em
embrides de galinha (Gallus domes-
ticus). Foi constatado um efeito pro-
vasculogénico, correspondendo em
média a um aumento de 30,4 % no
namero de vasos em relacao ao con-
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trole e conseqiente aumento no
crescimento dos embrides conside-
rando-se as B-glucanas isoladas dos
diferentes estagios de maturacio e
concentracoes testadas. Estes resul-
tados sugerem que as [-glucanas
aumentaram a formacio de vasos
sanguineos e que este efeito pode
ser mediado pela atividade imuno-
moduladora, com potencial no tra-
tamento de isquemias e cicatriza-
¢ao. Como consequéncia, frutifica-
¢oes maduras de A. subrufescens
que também contém essas [-glu-
canas com atividade biolégica de-
veriam ser utilizadas na elaboracido
de produtos nutricéuticos, propici-
ando assim uma otimiza¢ao na uti-
lizacao da biomassa do cogumelo.

1. INTRODUCAO

Nas décadas de 60 e 70, foram
coletados no Brasil (Piedade, Sao
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 as condicoes climaticas
ideais, ja que € uma espécie nativa
do continente americano (IWADE
& MIZUNO, 1997). Recentemente,
Wasser et al. (2002) propuseram
para a espécie nativa do Brasil uma
nova denominacio, Agaricus bra-
siliensis. Porém, estudos compara-
tivos entre varias espécies realiza-
dos por Kerrigan (2005) indicaram
que esta espécie € biologica 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-



Figura 1. Frutificacio de Agaricus subrufescens com pileo aberto e detalhe
da estrutura quimica da (1 -6)-(1 - 3)-B-glucana isolada deste fungo

sificada como Basidiomycetes, ordem
Agaricales, familia Agarycomycetide-
ae, tribo Agariceae, secio Arvenses,
género Agaricus.

No presente trabalho a denomi-
nac¢io A. blazei serd utilizada quan-
do se refere a trabalhos ja publica-
dos com essa denominac¢io taxono-
mica. Por outro lado, em concordan-
cia com Kerrigan (2005), modifica-
mos a denominacio A. brasiliensis
no titulo 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 frutificacoes (cogumelos)
sdo coletadas principalmente no es-
tagio imaturo, quando o cogumelo
dispde do pileo (chapéu) fechado,
atendendo a padroes morfologicos
pré-estabelecidos. No entanto, essas
frutificacdes ainda nao atingiram uma
biomassa maxima, sendo, no entan-
to, nesse estigio que o cogumelo
detém maior valor comercial para
exportacio. As frutificacoes com os
pileos abertos sio ...muitas vezes
descartadas pelos produtores.

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

cultivo do cogumelo. Desde entio,
diversos trabalhos cientificos tém sido
publicados relatando as proprieda-
des anti-tumoral, anti-mutagénica,
anti-viral, anti-trombética, hipotensi-
va e antioxidante, atividades relacio-
nadas a uma ampla gama de subs-
tancias, tais como ésteres, acidos li-
noleico e oleico, proteinas, enzimas,
vitaminas e polissacarideos (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 biologi-
cas, principalmente a anti-tumoral,
tém sido relacionadas as B-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 maximizacio da producio e utili-
zagido desses polissacarideos (OKU-
BO et al., 1991; FUJIMIYA & EBINA,
2000).

As B-glucanas dos fungos sio
polissacarideos com fungio estrutu-
ral na parede celular do micélio, das
frutificacdes do fungo, ou ainda po-
dem ser exo-polissacarideos. As [3-
glucanas da parede celular estao li-
gadas a quitina (glucosaminaglicana)
e proteinas (MOL et al., 1990). Essas
moléculas sao estruturas altamente
ordenadas, formadas principalmen-
te por unidades de B-glucose (anéis
do tipo B-glucopiranosidico), diferen-
ciando-se da celulose das plantas, por
exemplo, pelo tipo de ligacdo entre
as unidades desses acucares da ca-
deia principal e por possuirem rami-
ficacoes, apresentando usualmente
elevado peso molecular (PM) (CLE-
ARY et al., 1999; SHU et al., 2003).
Essas caracteristicas conferem acoes
biologicas distintas a estas macromo-
léculas sendo a estrutura quimica, um
fator fundamental para a atividade
das B-glucanas sobre o sistema imu-
nolégico (BROWN & GORDON,
2001; BETA GLUCAN RESEARCH,
2003).

As B-glucanas presentes nas fru-

[+ ]

n

Figura 2. Detalhe da estrutura quimica da (1 - 3)-(1 - 6)-B-glucana de
Lentinula edodes (shiitake), evidenciando a cadeia principal e as
ramificacoes a cada 3 residuos de B-D-glucose
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tificacoes de Lentinula edodes, o shii-
take, ou as secretadas por Schizo-
DPhyllum commune exercem ativida-
de anti-tumoral e sio conhecidas
como lentinan e schizophyllan, res-
pectivamente. Tais polissacarideos
possuem estruturas semelhantes, com
cadeia principal composta por uni-
dades de B-glucopiranose, contendo
ligacdes do tipo B-(1-3) e ramifica-
¢oes B-(1-6) a cada trés unidades
de B-glucose da cadeia principal (Fi-
gura 2). Estes compostos constituem
fracoes do extrato aquoso (100 °C),
com peso molecular entre 500.000 e
1.000.000 Daltons e estrutura em tri-
pla-hélice, formando gel em solucio
aquosa (MIZUNO, 1999; RAU, 2002).

Segundo Shigesue et al. (2000),
uma fracao das frutificacdes de Gri-
Jola frondosa denominada Fracao-D,
constitui-se de uma B-glucana com
atividade anti-tumoral e pré-angio-
génica, possuindo cadeia principal
com ligacoes do tipo B-(1-6) e ra-
mificacdes B-(1-3), com 30 % de
proteina e peso molecular de
1.000.000 Daltons.

Nas frutificacdes de A. blazei as
principais substancias anti-tumorais
sio o complexo (1-06)-B-glucana-
proteina na fracao insolivel em dgua
e a estrutura (1-06)-(1- 3)-B-gluca-
na na fracio soluvel em agua, 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 polissacaridicos das fracoes solu-
vel e insolivel em 4dgua apresenta-
ram a cadeia principal B-(1-06) e ra-
mificagcoes B-(1 - 3) conectadas.

Os cogumelos sio consumidos,
tradicionalmente no Japao e na Chi-
na, como alimentos que beneficiam
a saude (alimentos funcionais ou
nutracéuticos), sendo que, nas ulti-
mas décadas vém sendo também
consumidos como nutricéuticos (su-
plementos dietéticos) e medicamen-
tos, sobretudo devido ao elevado teor
de B-glucanas bioativas. O termo nu-
tricéutico € utilizado para uma nova
classe de subprodutos obtidos das
frutificacdes ou do micélio, minima-
mente processados, podendo ser en-
capsulados para serem consumidos
como suplementos dietéticos com
proposito terapéutico (CHANG &

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

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

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

No Brasil, conforme o informe
técnico n® 6, de 31 de janeiro de 2003,
da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), cogumelos a
exemplo de A. blazei, nas formas
dessecadas inteiras ou fragmentadas
e em conserva sio considerados ali-
mentos e estao dispensadas da obri-
gatoriedade de registro, enquadradas
na Resolucio n° 23/00.

Recentemente (11 de janeiro de
2005), a Comissao de Assessoramen-
to Técnico-Cientifico em Alimentos
funcionais e Novos Alimentos (CT-
CAF) e a Geréncia-Geral de Alimen-
tos da ANVISA atualizaram a lista dos
Alimentos e Substincias Bioativas
com Alegacoes de Propriedades Fun-
cionais e ou de Saude e Novos Ali-
mentos (Resolu¢ao RDC n® 2, de 7
de janeiro de 2002), e através de evi-
déncias cientificas (artigos em portu-
gués ou em lingua estrangeira) in-
cluiram as B-glucanas com a seguin-
te alegacdo: “A beta glucana (fibra
alimentar) auxilia na reduc¢ao da ab-
sor¢ao do colesterol. Seu consumo
deve estar associado a uma dieta
equilibrada e habitos de vida sauda-
veis”. E possivel comercializar os
cogumelos em po, cipsula, tablete
ou comprimido, devendo conter na
tabela de informacio nutricional a
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quantidade da B-glucanas, como fi-
bra soltvel, abaixo das fibras alimen-
tares. Em sua embalagem niao pode-
rd ser veiculada informacio alusiva
as suas propriedades que nao sejam
aquelas aprovadas pelo 6rgao com-
petente da ANVISA.

Diante da possibilidade de surgi-
mento de estudos cientificos que
comprovem outras atividades biolo-
gicas tal como a imunomodulatoria,
a anti-tumoral e a anti-viral das -
glucanas de A. blazei, a exemplo de
varios fungos ja pesquisados, que
incluem desde a levedura de cerve-
ja, G. frondosa, L. edodes, uma alter-
nativa seria estender a legislaciao dos
fitoterdpicos (Resolu¢io RDC n° 48,
de 16 de marco de 2004) para os mi-
coterapicos, sendo, da mesma forma
necessario o desenvolvimento de
estudos que relacionam o principal
constituinte (B-glucanas) e as suas
propriedades medicinais, para com-
provagdo da sua eficicia e seguran-
¢a para uso humano. Essa sugestio
viabilizaria ainda o registro de extra-
tos a base de A. blazei, comerciali-
zados em diversos paises.

Em funcao do exposto, a poten-
cialidade das B-glucanas de A. bla-
zei, na fabricacio de produtos nutri-
céuticos e farmacéuticos, depende do
desenvolvimento de pesquisas envol-
vendo diversas etapas, incluindo a
otimizacao do cultivo do fungo, a
obtenciao da matéria ativa, o estabe-
lecimento de métodos de extracao
destes polissacarideos em escala co-
mercial e estudos pré-clinicos e cli-
nicos.

O mecanismo de ac¢ao anti-tumo-
ral, das B-glucanas difere daquele
envolvido nos tratamentos quimio-
terdpicos convencionais, ja que atua
ativando e reforcando as diversas
funcdes imunolégicas do hospedei-
ro, constituindo-se, portanto, em um
tratamento do tipo imunoterdpico,
ativando as células NK (Natural Kil-
ler), os macréfagos, as células T e a
liberacao de citocinas/interleucinas
assim como a producido de anticor-
pos (MIZUNO, 1999; JONG, 2002;
BETA GLUCAN RESEARCH, 2003).

As B-glucanas siao reconhecidas
pelo sistema imune inato dos verte-
brados através de receptores de su-
perficie celular, designado primaria-



mente para o controle de patdégenos
fungicos (ADEREM & ULEVITCH,
2000). As B-glucanas reconhecem e
se ligam aos receptores de diversas
células humanas, principalmente leu-
cocitos, incluindo macréfagos, mo-
nodcitos, neutrofilos e NK, como tam-
bém a receptores de células ndo-imu-
nes como as endoteliais e os fibro-
blastos (BROWN & GORDON, 2003).
Recentemente, foram identificados
trés receptores celulares de (-gluca-
nas: CR3, dectin-1 e lactosilceramida
(ZIMMERMAN et al., 1998; ROSS et
al., 1999; BROWN & GORDON, 2001;
2003).

Os CR3 sao receptores celulares
responsaveis por diversas atividades
in vitro e in vivo, estimulando a se-
crecao de citocinas (TNF-a, IFN-Q,
IFN-y e IL-6) em células NK, princi-
palmente na presenca de patogenos
(ROSS et al., 1999). Os receptores do
tipo dectin-1, de monocitos e macro-
fagos, possuem um ligante para po-

Tabela 1.

lissacarideos exégenos e outro ligante
co-estimulatério para células T. Al-
guns estudos demonstraram que es-
ses receptores celulares e também o
lactosilceramida de linfécitos reco-
nhecem [B-glucanas, principalmente
com estrutura do tipo B-(1-3) e B-
(1-6) (ZIMMERMAN et al., 1998;
BROWN & GORDON, 2001).

Na tabela 1 sao apresentadas as
estruturas quimicas de diversas glu-
canas de A. blazei, principalmente [3-
glucanas, resultados de estudos pré-
clinicos realizados in vivo e in vitro
e respectivos mecanismos de acio.
Em alguns destes trabalhos foi rela-
tado que as B-glucanas apresentaram
citotoxicidade especifica sobre célu-
las tumorais, contudo, nao apresen-
taram toxicidade para células normais
(FUJIMIYA et al., 1998; SHIMIZU et
al., 2002). Estudos clinicos conduzi-
dos no Japio e na China, entre 1992
e 2003, demonstraram que pacientes
com tumores malignos, sob tratamen-

to com quimioterdapico ou radiotera-
picos, apresentaram diminuicao de
todos os efeitos colaterais quando
usaram simultaneamente A. blazei,
promovendo-se a hematopoiese e
imunoestimulacio, em comparacao
ao grupo de pacientes que utiliza-
ram somente o tratamento quimiote-
rapico (JING et al., 1994; RONG et
al., 1995; AHN et al., 2004).
(1-06)-(1 - 3)-B-Glucanas extrai-
das em 4agua, a 100 °C, das frutifica-
coes de A. blazeiapresentaram 96,77
% de acao inibitéria do crescimento
de tumores so6lidos, Sarcoma 180 em
ratos, além de um aumento signifi-
cativo na proliferacdo de linfocitos T
e B in vitro (MIZUNO et al., 1990a;
DONG et al., 2002). 3-Glucana com
estrutura quimica semelhante, encon-
trada no fungo G. frondosa (Fracao-
D), também com atividade anti-tu-
moral, estimulou a atividade de ma-
crofagos, aumentou a concentragio
de fatores de crescimento vascular

Principais glucanas encontradas nas frutificacdes de A. blazei, as respectivas atividades e mecanismos de aciao

Glucanas
In Vitro

(1 -6)-B-

glucana-proteina

(1-06)-(1-3)-B-

glucana

Atividades
In Vivo

Anti-tumor
Sarcoma 180

Anti-tumor
Sarcoma 180

Anti-tumor

Mecanismo de Acdo

Autores

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

Mizuno et al.
(19902)

Itoh et al. (1994)

(1 -6)-B-

glucana-proteina

(1-4)-a-glucana
(1-06)-B-

glucana-proteina

(1-4)-a-glucana
(1-06)-B-

glucana-proteina

(1-06)-(1-3)-B-
glucana e (1-06)-
(1-3)-B-

glucana-proteinas

(1-06)-(1-3)-B-

glucana

Tumoricida em
células de tumor
Meth A

Proliferacao de
linfécitos T e B

Meth A

Anti-metastase
Meth A (intra
tumoral)

Anti-tumor e
anti-metastase
Meth A

Anti-tumor
Sarcoma 180

t linfécitos T,

| linfocitos Tsupres_
Imunoestimulacao
com citotoxidade
seletiva

Citotoxidade
seletiva, 1 NK e

apoptose

Imunoestimulacao

Ebina et al. (1998)

Fujimiya et al.

(1998)

Ohno et al. (2001)

Dong et al. (2002)
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endotelial (VEGF) e do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) no
plasma e induziu angiogénese in
vivo (ratos da linhagem C3H/
He]). A B-glucana também au-
mentou a capacidade de prolife-
racdo e a quimiotaxia (capacida-
de de migracido) das células vas-
culares endoteliais humanas, in
vitro (MATSULI et al., 2001).

Para o ergosterol, obtido da
fracao lipidica do cogumelo A.
blazei, foi descrito atividade anti-
angiogénica resultando na redu-
cao do crescimento (volume) de
tumores em camundongos por-
tando o tumor Sarcoma-180. A ad-
ministracao oral ou intra-perito-
neal dessa fracao nao causou efei-
tos adversos, como a reducao do
tamanho dos animais (TAKAKU
et al., 2001).

Durante o desenvolvimento
embriondrio a angiogénese esta
relacionada a remodelagem da
vascularizacio primaria com a for-
macao de novos capilares, impor-
tante no desenvolvimento dos Or-
gaos e sistemas. No adulto, o pro-
cesso de angiogénese ocorre nos
ciclos de reproducio (prolifera-
¢ao do endométrio), na gravidez
(desenvolvimento placentario),
no crescimento dos cabelos, in-
flamacao e na cicatrizacio. O de-
senvolvimento dos vasos sangui-
neos € estritamente regulado por
um equilibrio dindmico entre a
ativacio e a inibicao do proces-
so de formacido de vasos. Este &
mediado por fatores (sinais) pro-
angiogénicos - tais como o fator
de crescimento vascular endote-
lial (VEGF) e o fator de cresci-
mento de fibroblastos (FGF) - e
anti-angiogénicos, como a angi-
ostatina (KERBEL & FOLKMAN,
2002).

A angiogénese e a vasculogé-
nese, i.e. vascularizacio primor-
dial a partir da diferenciacido de
células progenitoras endoteliais,
estdo intimamente relacionadas
na fase embriondria, principal-
mente devido a atuacao comum
dos fatores de crescimento angi-
ogénicos como o VEGF e o FGF,

considerados importantes na estimu-
lacio dos mecanismos de prolifera-
cao, migracao e diferenciacio de cé-
lulas endoteliais. Outras citocinas,
como os fatores estimuladores de
colonia de macrofagos e células T
(GM-CSF), também estimulam a di-
visao e a diferenciacao de progeni-
toras endoteliais (CARMELIET, 2003;
RAFII & LYDEN, 2003).

Recentente, a vasculogénese 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 6s-
sea, mas podem ser mobilizadas para
a circulacao por meio de sinais como
fatores de crescimento angiogénicos,
ou hormoénios, a partir de danos em
vasos sanguineos. Essas cé€lulas sao,
entdo, incorporadas nos locais de
atividade angiogénica, onde se dife-
renciam em células endoteliais, que
formarao novos vasos durante a re-
generacio de tecidos, bem como, em
alguns tipos de tumores. (FOLKMAN,
1971; RAFII & LYDEN, 2003).

Em razao do tropismo das B-glu-
canas sobre o sistema vascular, efe-
tuou-se neste trabalho, um bioensaio
de vasculogénese utilizando-se 3-glu-
canas isoladas de A. subrufescens
(pileo fechado e aberto) sobre a ve-

sicula (saco) vitelinica de embrides
de galinha (espécie Gallus domesti-
cus), na idade de 2 a 4 dias de incu-
bacao, avaliadas in ovo.

2. MATERIAL E METODOS

Agaricus subrufescens utilizado
neste experimento foi depositado na
colecio de fungos do Laboratorio de
Cogumelos Comestiveis e Medicinais,
do Departamento de Microbiologia
e Parasitologia, da Universidade Fe-
deral de Santa Catarina, sob cédigo
UFSC 51. Amostras das frutificacoes,
em diferentes estagios de maturagio,
foram coletadas no cultivo comerci-
al em propriedade localizada no
municipio de Biguacu (SC), em de-
zembro de 2003. Esses estidgios in-
cluiram: frutificagcdes com pileo fe-
chado (F) e pileo moderadamente
aberto (A), i.e., com esporos imatu-
ros, conforme Figura 3.

As frutificacdes foram coletadas
por tor¢ao leve, cuidadosa e rente
ao substrato. Apos coleta foram co-
locadas em sacos de papel pardo sob
refrigeracao (8 °C), durante 30 min,
para retirar o calor de campo e dimi-
nuicdo dos processos enzimaticos,
sendo transportadas ao laboratério
em bolsa térmica. As frutificacdes
foram lavadas e escovadas para re-

Figura 3. Frutificacdes de Agaricus subrufescens nos estagios de
maturacdo com pileo fechado (F) e moderadamente aberto (A)
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mocao de sujidades e da coloragio
marrom do pileo, tal como é reque-
rido pelos padroes do consumidor.
Em seguida, foram seccionadas lon-
gitudinalmente em duas partes e de-
sidratadas em estufa, com ventilacio
forcada, e aumento gradual de tem-
peratura, iniciando-se a 41 °C até fi-
nalizar a 60 °C (18 h de secagem). As
amostras foram embaladas em sacos
plasticos, seladas e armazenadas em
camara fria.

O protocolo para extra¢io e iso-
lamento das B-glucanas das frutifica-
coes de A. subrufescens foi definido
por Mizuno et al. (1990a). Para tan-
to, foram pesados aproximadamente
20 g de frutificacdes desidratadas de
A. subrufescens, trituradas e lavadas
com soluciao de etanol 85 % (v/v)
aquecido a 80 °C durante 3 h. Esta
etapa foi repetida 3 vezes. A fracio
polissacaridica foi obtida da fase s6-
lida, com 350 mL de agua destilada,
aquecida a 100 °C, por 3 h, em ex-
trator de refluxo, e filtrada. A essa
fracao liquida foram adicionados 4
volumes de etanol 96 °GL para pre-
cipitacio dos polissacarideos. Esta
etapa foi repetida 3 vezes. O volume
foi reduzido por evaporagio rotativa
e dialisado contra 4gua destilada-dei-
onizada. Subsequentemente, a amos-
tra foi liofilizada. Seguindo a purifi-
cacdo das B-glucanas, foi pesado 1,0
g da amostra liofilizada, dissolvida em
agua destilada, e eluida em coluna
de troca ibnica (35 cm altura x 1 cm
) contendo DEAE — celulose (35
mL, Sigma), utilizando-se primeira-
mente H,O destilada (105 mL) como
fase moével, e descartando esta fra-
cdo neutra. Na continuidade, utilizou-
se um gradiente de eluicao de 0,25;
0,5; 0,75 M de NaCl (105 mL de cada
fracao). Essas fracoes foram dialisa-
das e concentradas para, entio, ser
fracionada em sistema cromatografi-
co, (35 cm altura x 1 ecm 0) utilizan-
do 35 mL da fase estacionaria Toyo-
pear HW-65F (Tosoh), desprezando
o volume morto, e coletando os pri-
meiros 35 mL para se obter a fragio
do polissacarideo com maior peso
molecular. A separacao de B-gluca-
nas/0-glucanas da fraciao acida foi
efetuada através de cromatografia de
afinidade, com fase estaciondria de

10 mL de Concanavalina A-Sepharo-
se 4B (10 cm altura x 1 cm O, Fluka
Biochemika). A fracio B-glucana foi
coletada utilizando-se agua destila-
da como fase mével (40 mL). Os elu-
atos das fracoes de B-glucanas oriun-
das das frutificacoes F e A foram lio-
tilizados e pesados para a determi-
nacao do rendimento, calculado em
relacio ao peso da amostra inicial
(frutificacoes desidratadas), conside-
rando o teor de umidade de cada
amostra baseado no método gravi-
métrico a 105 °C.

Pelo método de Bradford (1976),
foram dosadas as proteinas totais nas
fracoes de B-glucanas, utilizando o
reagente Coomasie Brilliant Blue G-
250 e espectrofotometria UV-visivel
(A,n,)- Foram utilizados a média de
trés avaliacdes da absorbancia, e os
valores foram plotados na curva de
calibracio de albumina de soro bo-
vino (Sigma) em concentracdes 0,5;
1; 5; 10; 15; 20 pg/0,1 mL.

A andlise estrutural das fragcdes de
B-glucanas foi realizada por espec-
troscopia na regiao do infraverme-
lho, com transformada de Fourier
(FTIR), em pastilhas de KBr e espec-
trometro ABD Bomem Inc. (FTLA
2000). Adicionalmente, analises de
ressonancia magnética nuclear de *C
(BC-RMN) foram efetuadas em espec-
trémetro Bruker (DRX-400) operan-
do em 9,4 T, temperatura de 298 'K e
TSPAd, como padrao interno e sequ-
éncia de pulso zgpg30. Para tal, apro-
ximadamente 120 mg de biomassa
seca/amostra, foram diluidos em 600
Ul de D,O e transferidos para um tubo
de 5 mm de diametro interno.

Para realizaciio dos experimentos
de vasculogénese, foram calculadas
as concentracdes de B-glucanas de
A. subrufescens, tendo como referén-
cias 2 dose de 100 mg de B-glucana/
Kg.dia, descrita para a obtencao da
atividade anti-tumoral (MIZUNO et al.
1990a). Além disto, a dose de 10 mg
de B-glucana.dia, para o consumo
de um homem com 75 Kg de peso,
foi considerada para a obtencao do
aumento da atividade de macrofagos
(HUNTER; GAULT & BERNER, 2002).
Considerando o peso médio de 42
mg do embrido de G. domesticus na
idade de 4 dias, as concentracoes

Figura 4. Suporte (disco) de
metilcelulose (seta) implantado
na vesicula vitelinica dos
embrides de galinha, usado no
tratamento e na quantificacio
dos vasos sanguineos (a)

Figura 5. Indicacao (linhas em
preto) dos eixos cefdlico—
cervical (CCV) e cervical-caudal
(CVQO) utilizados para a
determinacio das medidas de
comprimento total dos embrides
de galinha, com 4 dias de
incubacio (a- corac¢ao; b- olho;
c- alantéide; d- vesicula
vitelinica)

para os tratamentos tiveram como
referéncia uma concentracio de 6 ug
, utilizando-se, entdo, nos experimen-
tos, as doses de 1pg, 5 Mg, 10 pg, 15
Mg e 20 pg/embriio (n=6) de B-glu-
canas isoladas das frutificacoes F e
A.

Os ovos de galinha da espécie G.
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Tabela 2.

Rendimento e teor de proteinas de [-glucanas extraidas de A.
subrufescens nos estagios de maturacio com pileo fechado (F) e

moderadamente aberto (A)

Estagios de

Rendimento de

Proteina(mg.g )"

Maturac¢io B-glucanas

(mg.g)?
F 41,9 5,8
A 43,4 6,0

‘mg de glucana/g de frutificacdo (peso seco)

> mg de proteina/g de B-glucana.

domesticus (linhagem Ross) fertili-
zados, de tamanho médio padrio,
foram obtidos junto a empresa Ma-
cedo Koerich S.A. (Distrito Industri-
al de Sao José, Santa Catarina, Bra-
siD). Esses ovos foram coletados logo
ap6s a postura e incubados sobre
suporte plastico, em estufa, a tem-
peratura de 37,5 °C, 30 % de umida-
de relativa do ar e ventilacao meca-
nica. Ap6és um periodo inicial de in-
cubacao de 2 dias, os ovos foram
retirados da incubadora para aber-
tura de um orificio (janela) na cas-
ca, de aproximadamente 10 mm de
diametro. Para aplicagdo dos trata-
mentos, as B-glucanas foram adsor-
vidas (volume = 5 P em suportes
de metilcelulose (VIS 440 CP, Aldri-
ch) na concentracio final de 0,45
%. Na polimerizacio desses supor-
tes (discos), a secagem da solucao
foi efetuada ao ar (fluxo laminar)
em uma bandeja de metal revestida
de Teflonl. Os tratamentos consis-
tiram de uma unica dose (disco) por
ovo. Os discos foram preparados
previamente ao inicio dos experi-
mentos € mantidos a —18 ‘C, na au-
séncia de luz e depositados sobre
as ilhotas sanguineas da vesicula vi-
telinica dos embrides de 2 dias de
idade. Discos de metilcelulose con-
tendo somente agua ultra-filtrada
(pH 7,2) foram utilizados como con-
trole.

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

0s ovos retornaram 2 incubadora até
o final do periodo total de 4 dias. Ao
término desse periodo, as vesiculas
foram analisadas ao microscopio es-
tereoscopio (35 x).

A avaliacao dos efeitos dos trata-
mentos sobre a vasculogénese em-
brionaria foi realizada com base na
quantificacao dos vasos vitelinicos
que interceptavam o limite do disco
e na biometria (medidas de compri-
mento embrionario em relacio aos
eixos cefilico-cervical-caudal).

Os resultados foram expressos
como média e erro padrio da média
e comparados através da analise de
variancia (ANOVA), seguido do teste
de Tukey.

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de rendimento do pro-
tocolo de extracao e purificacao das
B-glucanas de A. subrufescens nos
estagios de maturacio com pileo fe-
chado (F) e moderadamente aberto
(A) sao apresentados na tabela 2.

O rendimento da B-glucana de A.
subrufescens aumentou com a matu-
racdo das frutificacdes passando de
41,9 mg.g"' (F) para 43,4 mg.g"' (A).
Os resultados foram superiores aos
valores encontrados em estudos pré-
vios de Eira (2003), cujos resultados
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atingiram em média, 5 mg.g! de
peso seco de amostra, apos pré-tra-
tamento enzimatico (B-glucosida-
se), ou compativeis aos rendimen-
tos obtidos pelo método enzimati-
co indireto de a-glucosidase de
39,03 a 67,98 mg.g! de B-glucanas,
resultados estes dependentes das
estirpes analisadas. De forma simi-
lar, os valores de rendimento das
B-glucanas de A. subrufescens fo-
ram superiores aqueles encontra-
dos para a Fracao-D (30 mg.g™"),
extraida das frutificacoes de G. fron-
dosa (SHIGESUE et al., 2000). E
importante ressaltar que as frutifi-
cacoes de A. subrufescens com pi-
leo aberto moderadamente apre-
sentaram maior rendimento de [-
glucanas, assim como ocorreu com
amostras de L. edodes e G. frondo-
Sa No mesmo estagio, as quais pro-
duziram acentuada estimulacao de
macréfagos (MINATO et al., 2001).

As B-glucanas das frutificacoes
nos estagios de maturacio F e A
apresentaram uma reduzida quan-
tidade de proteinas totais (Tabela
2). Estes resultados evidenciam que
os polissacarideos das fracdes pu-
rificadas possuem baixo teor de
proteina (em média 0,59 %), en-
quanto a fraciao obtida por Mizuno
et al. (1990a) apresentou um con-
teido maior de proteinas (6,3 %).
Tal resultado sugere que o proto-
colo, de extracio e isolamento uti-
lizado permitiu a obtencao de fra-
coes de elevada pureza, i.e., maior
proporcao de B-glucanas compara-
tivamente a outros compostos, um
fato de interesse, uma vez que a
atividade biolégica esta relaciona-
da diretamente com este polissaca-
rideo.

Os espectros de FTIR das fra-
¢oes de polissacarideos extraidos e
purificados das frutificacdes nos es-
tigios F e A apresentaram absor-
coes nas regides de freqiiéncias ca-
racteristicas de grupos funcionais
comumente encontradas em polis-
sacarideos, inclusive para as [3-glu-
canas. Os espectros de FTIR tam-
bém indicaram a auséncia de aci-
dos urdnicos e reduzida quantida-
de de proteina (PERLIN & CASU,
1982), o que foi posteriormente



Tabela 3. Valores médios e erro padrio da média (EPM) do ndimero de vasos sanguineos no limite do disco e do
comprimento total dos embrides de galinha, tratados com concentracdes de 1 a 20 pg/disco de B-glucanas extraidas
das frutificacdes de A. subrufescens, nos estagios de maturacio com pileo fechado (F) e moderadamente aberto (A),
e do grupo controle (dgua ultrafiltrada)

Tratamentos
(Estagio-pg B-glucana/disco)

Controle

F1
F5
F 10
F 15
F 20

Al
A5
A 10
A 15
A 20

Numero 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*

* Diferencas significativas ao nivel de P < 0,05 em relacao ao controle

confirmado (tabela 2). Os espectros
de RMN de "*C obtidos das fracoes
de polissacarideos de A. subrufescens
para cada estagio de maturagiao fo-
ram comparados com outros espec-
tros que constam da literatura, evi-
denciando-se que as frutificacoes, nos
dois estagios em estudo, possuem a

estrutura (1 -06)-(1-3)-B-glucana,
que ja foi identificada por outros
pesquisadores, com elevada ativida-
de anti-tumoral (MIZUNO et al.,
19902). Dong et al. (2002) propdoem
para essa fracio uma estrutura de
cadeia principal caracterizada por li-
gacoes do tipo B-(1-06) e duas uni-

Figura 6. Numero de vasos sanguineos no limite do disco implantado na
vesicula vitelinica de embrides de galinha (2 — 4 dias de incubacio) com
os tratamentos contendo B-glucanas extraidas das frutificacoes de A.
subrufescens nos estagios de maturacao com pileo fechado (F - em bran-
co) e moderadamente abertos (A - em preto) nas dosagens de 1, 5, 10, 15
e 20 pg/disco, e o controle (em cinza) contendo somente dgua
ultrafiltrada. Cada barra vertical representa a média + E.P.M. de 6 embrides
e os asteriscos denotam o nivel de significincia, sendo *P < 0,001 em rela-
¢do ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey)
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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

dades glucosilas (1 - 3)-B- ligada a
cada trés unidades de glucose des-
sa cadeia principal.

A avaliacdo dos efeitos das fra-
coes de B-glucanas das frutificacoes
de A. subrufescens, extraidas nos es-
tagios de maturacdo F e A, sobre a
vasculogénese embrionaria foi rea-
lizada com base na quantificacao
dos vasos sanguineos vitelinicos,
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 cefalico-cervical e cervical-
caudal de embrides com 4 dias de
incubacao (figura 5; tabela 3).

A andlise estatistica do nimero
de vasos formados no limite do dis-
co (Figura 6) mostrou uma diferen-
¢a significativa (p<0,05) em todos
os grupos tratados com [-glucanas
das frutificacoes de A. subrufescens,
nos estagios F e A, em relacio ao
grupo controle (veiculo), o qual
apresentou, em média, 102 vasos
capilares (Tabela 3). Nos embrides
tratados com [-glucanas, porém,
nao houve diferenca significativa
entre os grupos tratados nos dife-
rentes estagios de maturacao. Além
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Figura 7. Comprimento total (mm) dos embrides de galinha (2 — 4 dias
de incubacao) para os tratamentos (discos de metilcelulose) contendo
B-glucanas extraidas e purificadas das frutificacoes de A. subrufescens
nos estagios de maturacao com pileo fechado (F - em branco) e mode-
radamente aberto (A - em preto) nas dosagens de 1, 5, 10, 15 e 20 pg/
disco, e o controle (em cinza) contendo somente agua ultrafiltrada.
Cada barra vertical representa a média = E.P.M. de 6 embrides e os as-
teriscos denotam o nivel de significincia, sendo *P < 0,01 e *P < 0,001
em relacdo ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey)
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disto, entre os grupos de embrides
tratados com [-glucanas de um
mesmo estagio (F ou A), nao foram
detectadas diferencas significativas
em relacao as concentracdes utili-
zadas nos tratamentos.

As vesiculas vitelinicas expostas
aos tratamentos com [B—glucanas
das frutificacoes de A. subrufescens,
nos estagios F e A, apresentaram
um numero de vasos sanguineos
significativamente superiores aquele
observado no controle (Tabela 3;
Figura 6), evidenciando um efeito
pro-vasculogénico. Essa resposta,
contudo, nio foi dose-dependen-
te, mas homogéneas para todos os
tratamentos em estudo, i.e., estagi-
os de maturacao e doses. Mesmo
na concentracao de 20 pg B-gluca-
na/disco, superior ao dobro da con-

| *

centracdo padrao (6 pg/disco), foi
observado um efeito pro-vasculo-
génico, sem qualquer evidéncia de
dano aos embrioes.

A dosagem de 10 pg/disco para
o estigio F resultou no maior nu-
mero de vasos formados (133 £ 0,79
vasos), correspondendo a um au-
mento de 30,4 % no nimero de
vasos em relacio ao controle (102
+ 4,03 vasos).

Observou-se que as medidas do
comprimento total dos embrides tra-
tados com as B-glucanas foram su-
periores aquelas dos embrides con-
trole (11,9 + 0,48 mm; Tabela 3; Fi-
gura 7). Foi possivel estabelecer
uma relacdo entre o crescimento
dos embrides e a formacao dos va-
S0S nas amostras expostas as [-glu-
canas de A. subrufescens, exceto
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nas doses de 5 e 10 pg de B-gluca-
nas do grupo tratado com a fragio
do estdgio F (Figura 7).

O presente estudo detectou o
efeito pro-vasculogénico do trata-
mento com [3-glucanas extraidas de
cogumelos A. subrufescens, em
dois estagios de maturagio das fru-
tificacdes. A atividade pré-vascu-
logénica indica uma ac¢ao promo-
tora da formacao de vasos primor-
diais, i.e., vasos originados a partir
da diferenciacao de células precur-
soras endoteliais (CARMELIET,
2003). Desta forma, a a¢ao poten-
cializa o efeito hematopoético de
estimulacao e aumento de células
nucleadas totais, de células tronco
pluripotentes (CFU-s), de células
formadoras de colonias de macro-
fagos e de macrofagos-granuléci-
tos (M-CFC e GM-CFC) (PATCHEN
& MACVITTIE, 1983). Além disso,
de acordo com Ross et al. (1999)
os receptores celulares de B-glu-
canas, i.e. CR3, sdo responsaveis
por diversas atividades biologicas
in vitro e in vivo, estimulando a
secrecio de citocinas como TNF-
a, IFN-a, IFN-y, e IL-6 em células
NK.

Mesmo que a vasculogénese
seja considerada um processo, cuja
ocorréncia em organismos adultos
normais € menos frequente inten-
sa do que a angiogénese, o pro-
cesso vem sendo relacionado prin-
cipalmente a condic¢oes fisiopato-
l6gicas em individuos adultos,
como aqueles resultantes da for-
mac¢ao de tumores e doencgas car-
diovasculares (FOLKMAN, 1971;
RAFII & LYDEN, 2003).

Face aos resultados ja publica-
dos sobre a atividade das B-gluca-
nas, € provavel que o efeito pro-
vasculogénico de A. subrufescens
esteja relacionado a atividade imu-
nomodulatéria e/ou anti-tumoral
(FUJIMIYA et al., 1998; MIZUNO
et al., 1990a; DONG et al., 2002).
E ainda possivel que o efeito este-
ja relacionado com a atividade he-
matopoética, uma vez que esta ja
foi descrita em casos de pacientes
de cancer, imuno-deprimidos, que
utilizaram como tratamento com-
plementar os extratos obtidos de
A. blazei (JING et al., 1994; RONG



et al.1995). Essa atividade pode-
ria ser comparada a atividade pro-
angiogénica e anti-tumoral da Fra-
¢ao-D de G. frondosa, que segun-
do Matsui et al. (2001), inclui (-
glucana com estrutura quimica se-
melhante aquela de A. subrufes-
cens.

Ja foi demonstrado que polis-
sacarideos de elevado peso mole-
cular de A. blazei obtidos por meio
de fermentacio liquida podem ati-
var macrofagos e estimular a libe-
racdo da citocina TNF-a (SHU et
al., 2003). Além disso, os macro-
fagos ativados também produzem
citocina IL-8, fatores de crescimen-
to vascular endotelial (VEGF), fa-
tor de crescimento de fibroblastos
- tipo basico (bFGF), sinais pro-
angiogénicos conhecidos, capazes
de influenciar varios estagios da
vascularizacao (MATSUI et al.,
2001; ONO et al., 1999).

Os macrofagos, quando ativa-
dos, sdo capazes de modular even-
tos na matriz extracelular, correla-
cionando diretamente a infiltracao
dessas células com a densidade de
microvasos na regiao de tumores,
como o melanoma. No entanto, no
estagio inicial da formacao de tu-
mores, os macrofagos possuem a
capacidade de mediar a citotoxi-
cidade especifica sobre tumores e/
ou estimular diretamente a ativi-
dade anti-tumoral de linfocitos
(ONO et al., 1999).

Produtos nutricéuticos vém se
destacando como alternativa tera-
péutica, com potencial tanto anti-
como pro-angiogénico. No que se
refere a A. blazei, Takaku et al.,
(2001) concluiram que o ergoste-
rol, presente nas frutificacoes,
promoveu acdo anti-angiogénica
No presente trabalho, verificou-se
que as B-glucanas das frutificacoes,
em diferentes estagios de matura-
¢ao, apresentaram ag¢ao pro-vas-
culogénica. Desta forma o consu-
mo do cogumelo na integra ou em
po tem potencial para modular a
formagao de vasos sanguineos.
Transposta para uma estratégia de
producio, a utilizagdo conjunta de
cogumelos em ambos 0s estagios
de maturacao supriria o mercado
consumidor com estruturas de re-

levante atividade biolégica, e per-
mitiria ao produtor um uso eficien-
te e rentivel da biomassa flngica,
hoje de menor valor no mercado.

Considerando que a Fragio-D
de G. frondosa, ja aprovada (FDA)
e comercializada nos EUA como
nutricéutico, especificamente devi-
do 2 sua composicio em B-gluca-
nas, apresenta estrutura quimica e
bioatividade semelhante aquelas de
A. subrufescens, os resultados obti-
dos neste trabalho podem contri-
buir como um importante subsidio
para a legalizacao no Brasil de pro-
dutos nutricéuticos de A. subrufes-
cens. Gostariamos de relembrar que
uma forma viavel de registro des-
tes produtos no pais seria a sua in-
clusio na legislacio dos produtos
fitoterapicos, porém como micote-
rapicos. Obviamente nio estamos
desconsiderando outras proprieda-
des ji reconhecidas inerentes ao co-
gumelo na sua forma nutracéutica,
ou seja, como alimento funcional.

Em conclusio, os resultados
desta investigacio evidenciaram
que as frutificacoes de A. subrufes-
cens coletadas com pileo fechado
e moderadamente aberto incluiram
a importante estrutura (1-06)-
(1-3)-B-glucana, responsavel pela
atividade biolégica no processo de
vasculogénese. Essas frutificacoes
em diferentes estagios de matura-
¢do tém potencial para utilizacdo
como matéria prima na producio
de nutricéuticos visando o trata-
mento de isquemias e processos de
cicatrizacao.
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