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Resumo

O Agaricus brasiliensisVasser & Didukh — Ab (&garicus blazeiMurrill ss. Heinemann) € um
basidiomiceto que vem sendo consumido em diversas partes do mundo no combate e tratamento de
muitas doencas. Neste estudo, foram testados, em células de ovéario de hamster chinés (CHO-k1), os
efeitos clastogénicos e genotdxicos de altas concentragdes de Ab e seu potencialpmrmotesoy dos

ensaios de aberracdo cromossémica (AC) e cometa (SCGE), associados a dois bloqueadores de reparo
do DNA (citosina arabinoside trifosfato - Ara-C - inibidor de DNA polimemase 3’deoxitimidina
5'trifosfato - 3DeoT - inibidor de DNA polimeraf}), na presenca ou ndo de um agente alquilante
(metilmetanosulfonato). No teste de clastogenicidade, verificou-se que as concentracdes 0,2 e 0,4% néo
se mostraram indutoras de dano, ao contrario da maior concentracédo (0,6%). Nos tratamentos de
genotoxicidade no SCGE, a concentracédo de 0,2% do extrato ndo mostrou atividade genotdxica, ao
contrario das concentracdes de 0,4 e 0,6%, as quais foram efetivas indutoras de danos no DNA. Os
resultados de anticlastogenicidade indicaram que, na maioria dos tratamentos realizados, o extrato aquoso
de Ab ndo apresentou atividade protetora contra danos no DNA, induzidos pela Ara-C e Ara-C + MMS.
Pelo SCGE, Ab, nas trés concentra¢cbes testad@smostrou atividade antigenotoxica. Os dados
sugerem cuidado no consumo e ingestdo de Ab por seres humanos, principalmente em altas
concentracoes.

Palavras-chave:Agaricus brasiliensisAberracdo Cromossdmica. Ensaio do Cometa. Reparo de DNA.

Abstract

The Agaricus brasiliensidVasser & Didukh — Al(=Agaricus blazeiMurrill ss. Heinemann) is a
basidiomycete that has been world wide consumed on the fight and treatment of several diseases. In this
study ovary cells (CHO-k1) in Chinese hamstite clastogenic and genotoxidesits of Ab high
concentrationgnd its protector potential, were tested, through the chromosome aberration (AC) and
comet assays (SCGE), associated to two DNA repair blockers (cytosine arabinoside triphosphate — Ara-
C, DNA polymerase inhibitor and 3’ deoxithymidine 5’ triphosphate — 3De®NA polymerase

! Depto de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina — Londrina, PR. E-Mail: biomsm@uel.br
2 Depto de Patologia, UNESP — Botucatu, SP

13
Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Londrir#,\n. 1, p. 13-22, jan/jun. 2006



Matuo, R.; Bellini, M. FL.; Oliveira, R. J.; Ribeiro, L. R.; Mantovani, M. S.

inhibitor) at the presence or not of an alkylant agent (methylmethanesulfonate - MMS). In the
clastogenicity test, it was verified that the 0.2 and 0.4% concentrations did not seem to be damage
inducers, unlike the higher concentration one (0.6%). On the genotoxicity treatments in SCGE, the 0.2%
concentration did not show genotoxic activitymlike the 0.4 and 0.6% concentrations, which were
effective DNA damage inducers. The anticlastogenicity results indicate that, on most of the performed
treatments, the Abqueous extract did not show protective activity against DNA damages induced by
Ara-C and Ara-C + MMS. Through the SCGE, A the three tested concentrations, it did not show
antigenotoxic activityThe data suggest precaution on the consumption and ingestion of Ab by human
beings, especially at high concentrations.

Key words: Agaricus brasiliensisChromosome aberration. Comet AsdaMA repair

Introducao

Muitos compostos naturais tém sido estudad(iSAWAGISHI et al, 1989; KANAGISHI et
a fim de se conhecer suas propriedade$,1990). Esse complexo proteina-polissacarideo
antimutagénicas, e inclui-los na dieta humemia,  foi caracterizado pela inibicdo de sarcoma-180 em
intuito deprevenir ou auxiliar no tratamento deamundongos, desenvolvendo propriedade
doencas. Entre eles, cita-se o basidiomicetdunomoduladora (ITOH; AMANO; NODA,
Agaricus brasiliensi{WASSER et al., 2002) 1994), possibilitando mecanismos imunoldgicos
classificado anteriormente corAgaricus blazei envolvidos na acdo de varias células
Murrill ss. Heinemann, nativo do Brasil. Essémunocompetentes (ITO; NAKAMURA, 1997;
basidiomiceto vem sendo administradanedicina EBINA; FUJIMIYA, 1998; FUJIMIMA et al.,
popularem diferentes formas, principalmente comp999).

cha e éindicado para combater o estresse fisico e . . .
Atualmente, hd um crescente interesse cientifico

emocional, e para o tratamento e prevencao de : . : i -
5@ estudar os efeitos antitumorais e antimutagénicos

doencas como diabetes, osteoporose e ilc Ab no sentido de obter evidéncias a favor de
astrica, problemas digestivos e circulatorios, e .
g P g P u efeito protetor contra danos ao DNA e de

reduzir o colesterol, como estimulante do siste

munologe,Além s, ctamemé usadocarJeOTLIS) A U G e Sosineias
antioxidante e anticarcinogénico (MIZUNO, 1995). utag 9

O corpo de frutificacdo do Ab consiste em 85 > ‘?fe”os cla§tpgen|co e/ ou anﬂc/la_stogemco €0s
87% de agua. Quando desidratado, é rico & itos genotdxico e/ou antigenotoxico de extratos

. . : uosos de Abm cultura de células de ovario de
proteinas (40 a 45%), carboidratos (3 a 4%), fibr g o . :
(6 a 8%), residuos totais (5 a 7%), lipideos (ﬁ mster chinés, CHO-k1, através dos ensaios de

450  iarinas com, ), B3 2y “LETIE0ES comosstnias (1) e comel (6060
€ miacina (49,2mg9%). Contém uma quantida A For?elm avaliados os efeitos eotetores de dois

relativamente grande de ergosterol (0,1 a 0'ZCV())éXtra.tos aguosos preparados de?ormas diferentes
qual é convertido em vitaming,dia pré-vitamina 9 4o d ? P Ihant q Ab’
D,, ap0s a exposicdo a luz e ao cozimento. Y preparado deforma semeihante ao uso do

principal componente mineral de Ab é o pOté.SSPOela populagdo e outro preparado quimicamente
(2,97%) (MIZUNO, 1995). (ap6s a extracdo de compostos organicos).

A partir dos residuos do corpo de frutificacalateriais e Métodos

de Ab, sollveis em agua, um complexo protéico,

.. Linhagem celular e condi¢cdes de cultura
(1=6)-p-D- glucana, foi isolado com 50,2% de

carboidrato e 43,3% de proteina. A analise dos Nesse estudo foram utilizadas células de ovario
aminoacidos desse complexo mostraram grandigs hamster chinés, CHO-k1, fornecidas pelo
guantidades de alanindl(2%) e tirosina (2,4%)
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Laboratdrio de Mutagénese da Faculdade @eigusto F-da Eira. Esse extrato foi testado nos
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S@msaios do cometa e aberracdo cromossOmica
Paulo. As células foram cultivadas com@AC-I).
monocamada em frascos de 2&dPara o cultivo Posteriormente, um segundo extrato aquoso,
celular foi utilizado meio de cultura F-12/DMEM produzido apds extracdo de compostos organicos,
(Gibco), suplementado com 10% de soro bovirfoi fornecido pelo Departamento de Quimica -
fetal (Gibco), em estufa do tipo BOD a 37°CUniversidade Federal de Sao Carlos - SP
Nessas condicfes, o tempo de ciclo celular é peeparado a partir do mesmo cogumelo desidratado
aproximadamente 12h. e moido, descrito anteriormente. O extrato foi
dissolvido em DMSO na proporcao de 5mg/ml,
sendo a concentracao final em cultura de 100ug/
Agentes quimicos mL. Este extrato foi utilizado no ensaio de aberragéo
cromossomica (AC-II).
A citosina arabinoside trifosfato - Ara-C - foi
dissolvida em dimetilsufoxido — DMSOpqcedimentos e tratamentos no ensaio de
(Mallinckrodt) e diluida em tampao fosfato PBS, ~ -
livre de C& e Mg?, utilizada na concentracao ﬁnalaberra(;ao comossomica
de 0,25pg/mL no ensaio de aberracdes

S i Foram realizados dois estudos com o teste de
cromossomicas e 0,125ug/mL no ensaio do comeg%.e rracio cromossomica. No primeiro, (AC-1)
A 3'Deoxitimidina 5’ Trifosfato - 3DeoT - foi ) ' '

) ) o, . investigou-se o potencial anticlastogénico de Ab
dissolvida em DMSO e diluida em PBS, utilizada 9 P 9

na concentracao final de 0,5ug/mL no ensaio Bgrante inibicgo de reparo de DNA, com ou sem
¢ ~Hg inducao de dano por MMS, através dos seguintes

aberracdes cromossémicas e 0,25ug/mL no enstar‘j'ﬁamentos (a) Controle; (b) Ab: (c) Ara-C (d)
do cometa. O etilmetanosulfonato - EMS - e Rra-C+ MMé' (€) Ara-C +:Ab' 0 A,ra-C + MMS

metilmetanosulfonato — MMS - foram diluidos em . A .
. N Ab. Os tratamentos foram simultaneos e continuos
PBS e utilizados nas concentragdes finais em cultléra .
urante um ciclo celular

de 155ug/mL e 2x14, respectivamente. No segundo, (AC-Il), investigou-se o potencial

anticlastogénico de Ab perante inibig&o de reparo
Extratos de Agaricus brasiliensisadser & de DNA através de dois diferentes agentes, pelos
Didukh seguintes tratamentos: (a) Controlel)(c) Ara-

Foram testados dois tipos de extratos aquoses(d) 3DeoT (€) Ara-C +Ab; (f) 3DeoT +Ab.
de Ab. O primeiro e mais comum deles foP$ tratamentos foram simultaneos e continuos

preparado na concentracio 10%, dissolvendo Z8gante um ciclo celular _ _ _
do cogumelo desidratado e moido em 200mL de Colcemide (Demecolcine, Sigma) (@yImL) foi

agua deionizada a temperatura ambiente (20°@§licionado as culturas por um periodo de 90min
Vale ressaltar que a concentracio recomendada gAigS do final dos tratamentégos o término dos

0 uso pela populacéo é de 2,5%, ou seja, 5¢ datamentosgs células foram tripsinizadas (0,025%)
200mL. O preparado foi filtrado em papel de filtro® posteriormente hipnotizadas em solucé&o de citrato
e em seguida, esterilizado em membrana de é§tg50dio (1%), a3 por 20 min. As células foram
celulose, com 0,22um de poro. Foram utilizadas tf&das em metanol/acido-acético (3:1) e as laminas
concentracées desse extrato: 0,2, 0,4 e 0,6% @M coradas com Giemsa 5% por 5 minutas T
cultura. O Ab fofornecido pelo Departamento de'€Peticoes independentes foram realizadas para

Produg&o ¥getal, UNESP- Botucatu- Gfelo Dr ~ cada tratamento, em cada teste.
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Foram analisadas 100 metafases por cultura, npor 15min (3 ciclos de 5min), secas e fixadas em
total de 300 células por tratamento. Aberragdétcool etilico 100% por 10min., e armazenadas até
cromossémicas foram classificadas comandlise. No momento da leitura, as laminas foram
isocromatidicas (ic: quebras isocromatidicas; dicoradas com 100uL de brometo de etidio, 200ug/
dicéntrico; r: anel) ou cromatidicas (ct: quebrasL, e cobertas com laminulas. O material foi
cromatidicas; tr: trirradial; gr: quadrirradial; rc;analisado em microscépio de fluorescéncia em
rearranjo complexo). Metafases com mais de bbjetiva de 40X, com filtro de excitacao de 420-
aberracdes cromossdmicas foram classificadé@0nm e filtro de barreira de 520nm. Foram
como aberragdes maltiplas (ma). analisadas 100 células (KOBASHI et al., 1995)

por tratamento, em cada repeticéo, classificando-

_ . asemclasses: (classe 0) auséncia de cauda; (classe
Procedlmgntos e tratamentos r.lo ensaio cauda com até o diametro da cabeca do cometa;
cometa (Single Cell Gel Elephoesis — SCGE) ((jasse 2) cauda de tamanho médio, com 2 vezes o

didametro da cabeca; (classe 3) cauda longa, com

Neste ensaio, foram realizados os seguintesmprimento superior a 2 vezes o didmetro da
tratamentos: (a) controle; (b) EMS; (b) Ab; (c) Aracabeca. Células apoptéticas que apresentavam
C; (d) 3DeoT (e) Ara-C + Ab; (f) 3DeoT + Ab. nucleo totalmente fragmentado ndo foram
Todos os tratamentos foram realizados por 3 horggntabilizadas.
em meio de cultura livre de soro bovino fetaésr
repeticoes independentes foram realizadas para
cada tratamento. Para realizacdo do ensaio Aadlise estatistica
Cometa, foi utilizado o protocolo de Speit e

Hartmann (1999). Apds o periodo de tratamentas analises estatisticas dos ensaios de aberracdes
as células foram tripsinizadas, centrifugadasceomossémicas foram feitas empregando o teste
ressuspendidas em meio de cultura. A suspensggatistico dy2. A analise do ensaio do cometa foi
celular (20pL) foi misturada a agarose LMP 0,5%ita empregando ANQV, pelo teste deukey
(120pL, low melting point), a 37°C, e distribuida

sobre laminas de microscopia, pré-gelatinizadas com

agarose normal 1,5%. Cobriram-se as laminasRgsultados

estas foram mantidas a 4°C por 20min. Apééhsaio de abercio comossdmica

removeu-se as laminulas e as laminas foram imersas ¢

em solucédo de lise (89,9ml - 2.5M NaCl, 100mM A avaliagdo da clastogenicidade e/ou
EDTA, 10mM Tris, pH 10; + 1mL Titon X-100 + anticlastogenicidade do extrato aquoso de Ab foi
10mL DMSO), protegidas da luz, a 4°C por 1healizada em células de ovério de hamster chinés,
Apbs a lise, as laminas foram levadas para cuB&lO-k1, perante inibicdo do mecanismo de reparo
eletroforética, imersas em tampao (300mM NaO#k DNA, associada ou ndo a agente indutor de
por 1ImM ED™A, preparados a partir de umalanos MMS.

solucao estoque de NaOH 10N e BZDOmM, A Tabela 1 mostra o numero total de células

pH 10,0), pH > 13, a 4°C por 20min Pardom aberracbes cromossémicas obtido nos testes

desnaturagao. de clastogenicidade e anticlastogenicidade (AC-

A eletroforese ocorreu a 4°C por 20min,a25\r§ dos extratos de Abem trés concentracdes,
e 300mA (1,6V/cm). Apos eletroforese, as laminaSsociado ao Ara-C. e ao Ara-C + MMS. Pela

foram neutralizadas com tampao (0,4NTHCI)  analise desta tabela, verifica-se que as concentracdes
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do extrato aquoso 0,2 e 0,4% nado apresentardS, exceto no tratamento associando o Ab 0,6%
atividade clastogénica significativa, ao contrario dao Ara-C + MMS, que mostrou atividade protetora
maior concentracédo, 0,6%. Observa-se que, s@nificativa do cogumel® porcentagem de reducéo
maioria dos tratamentos de anticlastogenicidade, nde aberracdes cromossOmicas, nos testes de
houve diferenca significativa para os valoreanticlastogenicidade, variou de 2,63 a 47,36%.
encontrados associado ao Ara-C, e ao Ara-C +

Tabela 1.Frequéncias de aberragfes cromossdmicas encontradas nos tratamentos com extrato aquoso de
Ab, associado ao Ara-C, e ao Ara-C + MMisyitro (AC-I).

N° células com aberracoes

Tratamentos Total! % % reducao
Controle 4 1,3
Clastogenicidade
Ab 0,2% 5 1,7 -
Ab 0,4% 10° 33 -
Ab 0,6% 21%* 7,0 -
Anticlastogenicidade (Inibi¢cao Reparo)
Ara-C 38% 12,7 -
Ara-C + Ab 0,2% 28° 9,3 35,7
Ara-C + Ab 0,4% 33° 11,0 17,8
Ara-C + Ab 0,6% 33° 11,0 17,8
Anticlastogenicidade (Indugdo de Dano e Inibicdo de Reparo)
MMS 35 11,7 -
Ara-C + MMS 48 16,0 -
Ara-C + MMS + Ab 0,2% 47¢ 15,7 2,63
Ara-C + MMS + Ab 0,4% 33°¢ 11,0 39,47
Ara-C + MMS + Ab 0,6% 30 10,0 47,36

Ab - extrato aquoso d&garicus brasiliensisAra-C - Citosina Arabinosiderifosfato (0,25ug/mL); MMS — metilmetanosulfonato
(2x10*M); * Numero total de células com aberragdes cromossdmicas em 300 células andlZadasrado ao Controlé;

Comparado ao Ara-CComparado ao Ara-C + MMS; * Significativo.

A Tabela 2 mostra os tipos de aberracdes cromossémicas enconteadas-8, por meio
desta, que a grande maioria das aberracdes € do tipo cromatidica (quebras cromatidicas, trirradiais,
guadrirradiais e rearranjos complexos).

Tabela 2. Tipos de aberragbes cromossémicas encontradas em culturas CHO-k1 tratadas com extrato
aquoso de Ab, associado ao Ara-C e ao Ara-C + MMS (AC-I).

Nuimero de aberracoes cromosséomicas

Tratamentos Tipos de quebras
ct tr qr re Total' ic r dic__ Total” am

Controle 8 1 1 1 11 4 0 0 4 0
Clastogenicidade

Ab 0,2% 1 0 1 0 2 5 0 0 5 0

Ab 0,4% 7 1 0 0 7 5 0 0 5 0

Ab 0,6% 17 0 0 0 17 6 0 0 6 0
Anticlastogenicidade (Inibi¢ao Reparo)

Ara-C 22 0 1 24 17 0 1 18 0
Ara-C+Ab 0,2% 27 1 0 0 28 8 0 2 10 0
Ara-C+Ab 0,4% 23 1 0 2 26 9 2 0 11
Ara-C+Ab 0,6% 23 2 6 3 34 5 2 1 8 1

Anticlastogenicidade (Indug¢do de Dano e Inibi¢ao de Reparo)
MMS 19 2 4 4 29 7 2 0 9 0
Ara-C+MMS 26 3 6 4 39 13 1 0 14 0
Ara-C+MMS+ADb 0,2% 40 3 6 2 51 1 1 0 2 0
Ara-C+MMS+Ab 0,4% 15 1 0 3 19 5 0 0 5 0
Ara-C+MMS+ADb 0,6% 49 1 1 1 52 8 2 0 10 0

Ab - extrato aquoso d&garicus brasiliensisAra-C - Citosina Arabinosiderifosfato (0,25ug/mL); MMS — metilmetanosulfonato
(2x10*M); Quebras do tipo cromatidicas: ct (quebra cromatidica), tr (trirradial), qr (quadrirradial), rc (rearranjo complexo);
2Quebras do tipo isocromatidicas: ic (quebra isocromatidica), r (anel), dic (dicéntrico); am: aberragdes multiplas.
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A Tabela 3 mostra o nimero total de células cofl® controle. Observa-se também que o extrato, na
aberrac6es cromossdmicas obtido no teste @encentracao utilizada, ndo apresentou atividade
clastogenicidade e anticlastogenicidade (AC-I) dorotetora significativa quando associada ao inibidor
extrato de Abassociado aos inibidores de reparde reparo de DNA Ara-C, mas mostrou-se protetor
de DNA, Ara-C e 3DeqA partir dos resultados quando associado ao 3DedVTporcentagem de
desta tabela, verifica-se que o extrato aquoso n&ducao de aberra¢des cromossdmicas, nos testes
apresentou efeito clastogénico, visto que, o total de anticlastogenicidade, variou de 25,6 a 65,7%.
metéfases aberrantes ndo difere significativamente

Tabela 3.Anticlastogenicidade do extrato aquoso de Ab, em culturas de CHO-k1 tratadas com inibidores
de reparo de DNA (AC-II).

N? Células com
Tratamentos Aberragdes Reduco (%)
Total' %
Controle 4 1,33 -
Clastogenicidade
Ab 3 1,0 -
Anticlastogenicidade
Ara-C 43" 14,33 -
Ara-C + Ab 33° 11,0 25,6
3DeoT 39 13,0 -
3DeoT + Ab 16 533 65,7

Ab - extrato aquoso dAgaricus brasiliensig100ug/mL); Ara-C - Citosina Arabinosideifbsfato (0,25ug/mL); 3DeoT-
3'Deoxitimidina 5’ Trifosfato (0,5ug/mL);Numero médio de células com aberragdes cromossémicas em 300 células arfalisadas;
Comparado ao ControleComparado ao Ara-CComparado ao 3Deo¥ Significativo.

Os dados daabela 4 mostram os tipos de aberracdes cromossémicas encontradas. Observa-se que a

maior parte das aberracdes sao do tipo cromatidica (quebras e rearranjos), assim coabelas2da T

Tabela 4.Tipos de aberragcdes cromossémicas encontradas em culturas de CHO-k1 tratadas com
inibidores de reparo de DNA e associadas ou ndo corfAgHll).

Numero de aberracées cromossomicas

Tratamentos Tipos de quebras
ct tr qr re Total ic r dic fa Total’
Controle 3 0 0 0 3 0 0 0 1 1
Clastogenidade
Ab 2 0 0 1 3 0 0 0 0 0
Anticlastogenicidade
Ara-C 38 0 0 0 38 4 0 0 1 5
AraC+Ab 42 0 0 0 42 8 0 0 0 8
3DeoT 42 1 1 4 48 7 0 0 0 7
3DeoT+Ab 14 1 0 0 15 2 1 0 0 3

Ab - extrato aquoso dAgaricus brasiliensig100pg/mL); Ara-C - Citosina Arabinoside Trifosfato (0,25pg/mL); 3DeoT-
3'Deoxitimidina 5’ Trifosfato (0,5pg/mL)Y;Quebras do tipo cromatidicas: ct (quebra cromatidica), tr (trirradial), gr (quadrirradial),
rc (rearranjo complexo¥,Quebras do tipo isocromatidicas: ic (quebra isocromatidica), r (anel), dic (dicéntrico), fa (fragmento
acéntrico).
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Ensaio do cometa os inibidores Ara-C e 3DeoVerificou-se que a
concentragéo de 0,2% nao apresentou atividade

A avaliacdo da genotoxicidade e/owgenotoxica, pois ndo houve aumento significativo do
antigenotoxicidade do extrato aquoso de Ab failimero de células com dano, ao contrario das
realizada em células da linhagem CHO-k1, perardencentracdes 0,4 e 0,6%. Nos testes de
a inibicdo de reparo de DNA polimerase, pelo dantigenotoxicidade, verificou-se que o extrato de
ensaio do cometa. cogumelo, nas trés concentracdes testadas, quando

A Tabela 5 mostra os resultados dassociado aos inibidores Ara-C e 3Dend@o
genotoxicidade do extrato aquoso de Ab, napresentou atividade antigenotoxica, visto que, a
concentracdes de 0,2, 0,4 e 0,6%, bem comaealucao do niumero de células com dano nao foi
antigenotoxicidade dos mesmos em associacao csigmificativa.

Tabela 5. Efeito genotoxico do extrato aquoso de 2o na migracdo do DNA, associado ou nao a
inibidores de reparo de DNA.

, 7 3 , 1
Numero médio de células com cometa

Tratamentos Total Classes Escores
Média+ DP 0 1 2 3
Controle 8+1.7 92 8 0 0 8
EMS 100** £ 0,0 0 22,6 66,6 10,6 188
Genotoxicidade
Ab 0,2% 6 +£2,6 94 6 0 0 6
Ab 0,4% 19,3 ¥+ 3,0 80,6 19,3 0 0 19,3
Ab 0,6% 39,6 *+0,5 60,3 39,6 0 0 39,6
Antigenotoxicidade
Ara-C 99,4% + 0,5 0,6 65 28 6,3 140
Ara-C + Ab (0,2%) 100° + 0,0 0 74,3 233 2,3 128
Ara-C + Ab (0,4%) 100° + 0,0 0 72,6 24,6 2,6 130
Ara-C + Ab (0,6%) 90,4° + 8,3 9,6 71,3 17,6 1,3 110,6
3DeoT 99%* + 1,7 1 74,3 22 2,6 126,3
3DeoT + Ab (0,2%) 90°+ 13,9 10 61 25 4 123
3DeoT + Ab (0,4%) 87°+ 11,3 13 75,6 11 0,3 98,6
3DeoT + Ab (0,6%) 88,7+ 13,0 11,3 75 13 0,6 103

Ab - extrato aquoso digaricus brasiliensisEMS — etilmetanosulfonato (155ug/mL); Ara-C - Citosina Arabinoside Trifosfato
(0,125ug/mL); 3DeoT- 3'Deoxitimidina 5’ Trifosfato (0,25ug/mENGmero médio de células com cometa, em 300 células
analisadas, DP — Desvio Padrddomparado ao ControleComparado ao Ara-CComparado ao 3DegT Significativo.

Discuss3o perda ou degradacdo de compostos ativos

A composicao quimica de Ab e suas atividad(g.\cs:HANG’ 1996).
bioldgicas tém sido alvo de muitos estudos, devido Trabalhos realizados por Menoli et al. (2001),
ao seu uso na medicina popular para tratamentd@éveira et al. (2002), Luiz et al. (2003b), Bellini et
diversas doencas, incluindo o candeeve-se al. (2003) e Machado et al. (2005) demonstraram
considerar que variagdes climaticas, geogréafica8 €feito antimutagénico de extratos de Ab, quando
intra-especificas podem interferir na respos@SOCiadO a agentes alquilantes indutores de dano
biolégica, assim como métodos de colheita ® DNA, em testes in vitro, assim como Delmanto
conservacéo dos cogumelos, podem promowdr al. (2001), em testes in vivo, associado a
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ciclofosfamida. Entretanto, outros estudos cotratamentos com altas concentra¢des do extrato.
extratos de Ab, ndo mostraram atividadA concentracdo 0,4% mostrou-se indutora de
antigenotoxica e antimutagénica (GUTERREZ et atlanos pelo ensaio do cometa, ja que este teste é
2004; LUIZ et al., 2003a). mais sensivel que o de aberracdo cromossémica.

Varios estudos procuram compreender o Quanto a anticlastogenicidade, este extrato,
mecanismo de acao de Ab, no reparo de DNAa grande maioria dos tratamentos, ndo mostrou
Estudos como o de Oliveira et al. (2002)tividade protetora quando associada ao Ara-C e
mostraram o efeito protetor de Ab nos tratamentas Ara-C + MMS, entretanto, quando associada
simultaneo (com MMS) e simultaneo com préao 3DeoT mostrou-se eficiente na reducéo de
incubacdo de extratos aquosos, no ensaio d@anos no DNA. Essa diferenca entre a protecao
micronucleo em células V79, in vitro. Baseaddo Ab contra os danos causados pela 3DeoT e a
na definicdo de Kuroda et al. (1992) sobre @siséncia de protecdo quando associado ao Ara-C
mecanismos de antimutagénese, esses dadofAra-C + MMS, deve-se ao fato de
sugerem que 0s extratos apresentam atividagiee  esses  inibidores atuam de
desmutagénica, ou seja, inativacdo quimica auaneira diferentea Ara-C atua sobre a
enzimatica da substancia mutagénica. Outrpslimerasea (envolvida na iniciago da
trabalhos também mostraram o potenciaéplicacdo) e a 3DeoT sobre a polimerfise
desmutagénico de Ab, como os de Menoli.et @&nvolvida no reparo do DNA nuclear danificado)
(2001)em tratamento simultaneo no ensaio di.EWIN, 2001). A Ara-C é um 2'-
micronucleo em células V79. desoxirribosideo que é metabolizada até sua

O Ab pode apresentaainda, atividade bio- forma  ativa  Ara-CTP  (ara-citidina

antimutagénica. Ele atua sobre os processos'HgnOfo_S,fato)’ que e um hucleotideo |n|ki|dor
mutagénese ou no sistema de reparo de pjRMpetitivo da DNA poI!merase- em relagao
danificado e leva a reducdo da frequéncia §Q substrato normal 2'-desocitidina fosfato
mutacdes (KURODA et al1992) nas condicdes (,dCTP) ) Quar_1d_o !ncorp’orada a0 DNA, a Atra-C
de pré e pds-tratamento no ensaio do micronl]ck?o,capaZ de _|n|b|r a smtese _ desta molecula,
segundo os resultados obtidos por Oliveira et alterando a fita molde, impedindo a elongagao

(2002) e por Luiz et al. (2003b), no teste dga (fadeia €a ligagao de fragmentos de DNA
aberrac&o cromossoémica. recém sintetizados (SMA; ERDTMANN;

_ ] _ HENRIQUES, 2003). J4 a 3DeoT atua no reparo
Foi observado também por Luiz et al. (2003)o DNA que foi anteriormente sintetizado. Logo,
aauséncia de atividade anticlastogénica de extraiggerimos que os danos causados pela 3DeoT
organicos de Alem células deficientes em sistemgejam mais facilmente reparados quando
de reparo (CHO-xrs5), sugerindo que ess@8sociado a um produto antimutagénico, que
extratos possuam substancias que podem modigaando associado a Ara-C.
a atividade de reparo e replicagéo do DNA, atuandoE lacio & ) icidad
em nivel celular por (i) aumentar a fidelidade na_ M relacao a ant.lgt(ejn(zjtoxml ace, o extra‘;o
replicagdo do DNA,; (ii) estimular sistema de repaﬂ&ao a_p:jesentpc\)u gtlw 3aD € pr_otet? rahquan °
livre de dano; (iii) inibir o reparo propensoaerrof"l_s’s_oc'_a ~0 a_ rg_- ,e e,opT,0|s nao ijve
diminuicao significativa do numero de células
Neste trabalho, o extrato aquoso de ABom dano, porém nao potencializou a atividade
apresentou atividade clastogénica na concentragg@ytora de danos dos inibidores. Em vista disso,

de 0,6%, e atividade genotoxica nas concentrac@ggyerimos que o ensaio do cometa n&o se mostra
de 0,4 e 0,6%, mostrando inducéo de danos s  majs adequado para avaliar
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Atividade clastogénica e genotoxica de altas concentracdes do extrato agigadales brasiliensig diferentes respostas
quando associado aos inibidores de reparo de DNA, Ara-C e 3Deuwiffo.

antigenotoxicidade, pois € altamente sensivel p&BINA, T.; FUJIMIYA, Y. Antitumor efect of a
inducao de danos no DNA. peptide-ucan preparation extracted from Agaricus

Vale ressaltaminda, que os resultados aqLﬁ)l_azei in a double-grafted tumor system in mice.
obtidos do Ab com o inibidor de reparo 3Deo.rB|otherapyDordrecht, M1, n.4, p.259-265, 1998.

sendo protetor contra danos clastogénicos e r}—éBJIMIYA Y- SUSUKI. H.: KNAKURA. R.-
protetor contra danos genotoxicos, deve-se ao tipg o T’ Tum or-sp e;:ifi:: cytotoxi citg/ an d

A

no DNA do t,|p_o clastogenico (quAeb_ras no DNAbasidimycete, Agaricus blazei Murrill. Anticancer
tanto cromatidicas como cromossomicas), enquapig ... ch, Atenas. i@, n.1A, p.13-118, 1999.
gue, o ensaio do cometa é utilizado para verificar

lesBes genbmicas, que apds serem processa@yrERREz, Z.R.: MANDVANI, M. S.: EIRA,
podem vir resultar em mutac6es. (RIBEIROA F: RIBEIRO, L. R.; JORDAO, B. Q/ariation
SALVADORI; MARQUES, 2003). Com isso, of the antimutagenicity effects of water extracts of
podemos dizer que o ensaio do cometa € bastafifricus blazei Murrill in vitro. Bxicology in vitro,

sensivel, mais que o teste de aberrac@xford, v18, n.3, p.301-309, 2004.
cromossomica.

Com base nos resultados obtidos no presetjw-[éD Y. NAKAMURA, Y. Supression of a_flatoxin
or methylmethanesulfonate-induced

estudo, sugerimos cuidado na ingestao do ché%% _ )
omosome aberrations in rat bone marrow cells

Ab em altas concentragdes, devido a sua ativida I ith S hyl meth If
genotdxica e clastogénica. rntion Roooarch, Ametortanges, » 507316

Mutation Research, Amsterdan893, p.307-316,
1997.
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