Shiitake, um cogumelo mutagénico ou antimutagénico?

Mushroom Shiitake, is it mutagenic or antimutagenic agent?

Cintia Kaori Miyaji* e llce Mara de Syllos Colus?

Resumo : Desde a antigiidade, os cogumelos vém sendo consumidos pelos povos orientais devido as suas
propriedades medicinais e comestiveis e ao longo dos anos tem-se observado um aumento gradativo no consumo
também nos paises ocidentais, inclusive o Brasil. No entanto, ainda ha davidas quanto aos beneficios ou prejuizos a
saude, decorrentes do uso destes cogumelos pelas populagSes humanas. Entre os cogumelos muito apreciados na
culinaria brasileira, destaca-se o Shiitake (Lentinula edodes (Berk.) Pegler), um dos fungos comestiveis mais
estudados quanto as suas propriedades funcionais e nutricionais. Ja se tem conhecimento sobre varias atividades
deste basidiomiceto superior, como antitumoral, antiviral, bactericida, regulador da homeostase e do biorritmo. No
entanto, poucos trabalhos abordam suas propriedades mutagénicas e antimutagénicas em organismos procariontes
e eucariontes e o conhecimento dessas propriedades biolégicas sdo importantes para que um produto seja
recomendavel como alimento e/ou medicamento. Dessa forma, € prematura sua recomendacédo para a salde humana,
pois é necessario, para isso, a ampliacdo de estudos sobre as atividades mutagénicas e antimutagénicas do
cogumelo Shiitake ou de seus compostos ativos.
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Abstract : Mushrooms have been consumed by eastern populations due to their edible and medicinal properties, for
a long time. Over the years, there has also been a gradual increase in the consumption of mushrooms in the western
countries, including Brazil. However, the benefits or harms that these mushrooms may cause to the human health are
still uncertain. Shiitake (Lentinula edodes (Berk.) Pegler) is one of the most appreciated fungi in the Brazilian cuisine
and its functional and nutritional properties have been extensively studied. Other characteristics of this basidiomycet
have also been reported, including its antitumoral, antiviral, bactericidal properties, as well as being a homeostasis
and biorhythm regulator. However, studies regarding its mutagenic and antimutagenic potential in prokaryotic and
eukaryotic organisms are scarce. Knowledge of these biological properties is essential before a product can be
recommended as food and/or drug. Therefore, its indication as a beneficial product to human health is premature
since it is necessary to broaden studies on the mutagenic and antimutagenic activities of the mushroom Shiitake or of
its active compounds.
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Varias espécies de cogumelos tém sido avaliadas
tanto por seu valor nutricional, quanto por suas
propriedades farmacoldgicas, uma vez que séo
alimentos fisiologicamente benéficos e algumas espécies
tém um forte efeito inibidor do crescimento de diferentes
tipos de tumores. Entre as varias propriedades
fisiologicas atribuidas aos cogumelos, temos:
manutencdo da homeostase, regulacéo do biorritmo,
prevencdo de doengas como o cancer e doencas do
coracao, reducao da pressao arterial e diminuicdo do
nivel de colesterol no sangue (WASSER; WEIS, 1999).

De aproximadamente 10.000 espécies de
cogumelos conhecidos, cerca de 700 sdo comestiveis
e mais de 200 tém valor medicinal, embora uma
pequena parcela desses cogumelos seja prépria para
consumo (CHANG, 1996). Normalmente os cogumelos
comestiveis como Auricularia, Flammulina (enokitake),
Grifola e Lentinula (Shiitake) tém propriedades
importantes para o funcionamento vital do organismo
humano. Entretanto, a maioria dos cogumelos
comestiveis que tem tais propriedades nao tem valor

medicinal, como o Agaricus bisporus e alguns
cogumelos medicinais como Ganoderma e Coriolus,
nao séo comestiveis (CHANG, 1996).

Entre as espécies de cogumelos comestiveis,
apenas 20 sdo comercialmente produzidas em alta
escala, destacando-se entre elas o Agaricus bisporus
(Champignon), Volvariella volvacea (Cogumelo de
palha), Pleurotus ostreatus (Hiratake), Auricularia
auriculae Lentinula edodes (Shiitake) (CHANG, 1996).

O cogumelo Shiitake (nome japonés) tem sido
referido desde 1877 por varios nomes cientificos, sendo
Lentinula edodes (Berk.) Pegler o mais aceito na
atualidade (QUIMIO et al. 1990 apud MAKI, (1999). O
termo “Berk” vem de Berkeley, que foi o primeiro a
descrever a espécie, porém no género Lentinus. Pegler
foi quem inseriu esta espécie no género Lentinula
(MAKI, 1999). Molina et al. (1992) confirmaram, através
de estudos de polimorfismo de fragmentos de restricdo
de DNA ribossomal (rDNA) seguido de PCR, que o
cogumelo Shiitake ndo pertence ao género Lentinus,
e sim, ao Lentinula. Até entdo, era muito confusa a
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denominacéo de Shiitake, e os dois nomes cientificos
(Lentinus e Lentinula edodes) eram considerados
corretos. Por este estudo os autores concluiram que o
género Lentinula pertence a familia Tricholomataceae
(Ordem Agaricales).

O Shiitake foi cultivado pela primeira vez ha cerca
de 1000 anos na China, posteriormente no Japao,
Tailandia, Coréia e Malasia. A populacdo japonesa
considera-o o elixir da vida, em funcdo das suas
propriedades terapéuticas e medicinais que ja foram
comprovadas (JONG; BIRMINGHAM, 1993). Este
cogumelo comestivel € muito consumido em todo o
mundo, seja pelo seu paladar ou por suas propriedades
medicinais. E o segundo cogumelo comestivel mais
produzido no mundo, estando atrds somente do
Champignon, Agaricus bisporus (CHANG, 1996).

O Shiitake cru contém cerca de 90% de agua e
dentre os outros componentes, predominam o
ergosterol ou pro-vitamina D, seguido por carboidratos,
proteinas (26% do peso seco), lipideos (maior parte),
fibras, minerais, vitaminas B-1 e B-2 (MIZUNO, 1995a).

Embora atualmente os cogumelos sejam utilizados
em muitos paises ocidentais como alimento e remédio,
seu uso ha manutenc¢do da saude é mais comum no
Oriente, sendo 0s primeiros registros provenientes da
China, cerca de 100 anos d.C. (CHANG, 1996). No
entanto, ainda ha duvidas quanto aos beneficios ou
prejuizos a saude, decorrentes do uso destes
cogumelos pelas populacdes humanas. Para que um
produto seja recomendavel como alimento e/ou
medicamento, suas propriedades bioldgicas devem ser
bem conhecidas. Entre os testes recomendados pelo
Us Food and Drug Administration (FDA), destacam-se
os relacionados as atividades mutagénicas e
antimutagénicas (FDA, 2001).

Dependendo do material genético que o agente
mutagénico atinge, as manifestacdes das mutacdes
serdo diferentes, podendo até ter efeitos deletérios.
Quando a mutagdo ocorre nas células somaticas, ha
varias conseqiiéncias, sendo as mais comuns a
formacéo de tumores benignos ou malignos; a morte
celular, que pode causar envelhecimento precoce; mal
formacbes e abortos, durante o desenvolvimento
embrionario. Segundo De Flora (1998), ha também
evidéncias do papel das mutacdes na patogenia de
doencas degenerativas cronicas, que sdo as principais
causas de mortalidade na populacéo humana. Quando
as mutacdes ocorrem nas células germinativas podem
originar alteracdes genéticas transmissiveis, levando
a desordens genéticas, fertilidade reduzida, sindromes
fetais que, por sua vez, podem originar malformacdes
e até abortos (RABELLO-GAY, 1991).

Os dados relacionados a mutagenicidade do
cogumelo Shiitake, assim como o da maioria dos
cogumelos comestiveis sd0 escassos e 0s resultados
de experimentos com organismos procariotos e
eucariotos parecem confirmar que, quando um cogumelo
apresenta atividade mutagénica, ela €, em geral, variavel
(Tabela 1). Esse fenémeno é atribuido a vérios fatores,

entre eles, a composicao quimica dos cogumelos, que
é dependente das variagbes geograficas, sazonais e
intraespecificas (STERNER et al., 1982a, 1982b;
GRUTER et al.,1991).

Miyaji (2001) encontrou resultados negativos para
mutagenicidade de trés concentracdes distintas de um
extrato aquoso do cogumelo Shiitake, preparado a
22°C, em cultura de células de carcinoma epidermoide
de laringe humana (HEp-2) frente ao teste do
Microntcleo (MN). Este € um teste citogenético
sensivel, que permite medir aberracdes do tipo quebras
e perdas cromossOmicas em células interfasicas.
Embora os micronulcleos possam ser originados
espontaneamente, a sua indugéo € comumente usada
para se detectar danos genotoxicos resultantes de
exposicao a agentes mutagénicos (HEDLLE et al.,
1983). Os resultados com este teste indicam que o
extrato de Shiitake ndo se comportou, nas condi¢des
experimentais utilizadas, como um composto
clastogénico nem aneugénico.

Gruter et al. (1991) também encontraram resultados
negativos quanto a mutagenicidade de um extrato
metanolico do Shiitake frente ao teste de Ames. Este
teste utiliza diferentes linhagens da bactéria Salmonella
typhimurium e € um dos principais métodos
desenvolvidos para se avaliar se um determinado
composto quimico ou misturas complexas induzem
mutacdes no genoma dessa bactéria, pela reverséo
do fendtipo histidina negativo (his-) para histidina
positivo (his*), na presenc¢a ou auséncia de sistemas
metabdlicos de ativagdo (S-9).

Outro teste utilizado por Miyaji (2001) para avaliar a
mutagenicidade de extratos aquosos do Cogumelo
Shiitake em células HEp-2 foi o Ensaio do Cometa. Este
teste, na sua verséo alcalina, detecta quebras de fita
simples e sitios alcali-ldabeis no DNA de células
individuais (SPEIT, HARTMANN, 1999). Tal deteccéo é
possivel porque ocorre uma migracéo do DNA do nucleo,
gue é proporcional aos danos sofridos por ele, e aimagem
obtida com esta migracéo se assemelha a um cometa
com cabeca e cauda, por isso a denominagéo de teste
do Cometa (KLAUDE et al., 1996). Miyaji (2001) n&o
encontrou atividade genotoxica em somente 2 dos nove
extratos testados, enquanto nos demais extratos foi
detectada genotoxicidade em diferentes graus. Dois tipos
de extratos aquosos apresentaram-se genotdxicos
efetivos, enquanto os outros cinco apresentaram-se
moderadamente genotoxicos.

A andlise conjunta dos parametros temperatura e
concentracdo mostrou que o efeito mutagénico do
cogumelo foi atenuado quando a temperatura de preparo
do extrato foi alterada de ambiente para gelada ou
aguecida. Este dado reforca a afirmacgéo de Sterner et
al. (1982a) de que durante o processamento dos
cogumelos para fins alimenticios, o aquecimento e a
conservacdo dos fungos podem ter uma grande
influéncia nas suas atividades biologicas. De fato,
Morales et al. (1990) detectaram atividade mutagénica
levemente maior em cogumelos congelados do que nos
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cogumelos frescos, sugerindo que compostos
termolédbeis ou volateis possam estar envolvidos na
mutagenicidade das espécies estudadas.

Chang (1996) considera que os cogumelos em geral
tém por caracteristica varios compostos com diversas
atividades biolégicas que podem variar de acordo com
0 seu modo de preparo e de consumo.

Os resultados um tanto antagdnicos obtidos com
amostras do cogumelo Shiitake frente aos testes de
Ames (GRUTER et al., 1991), Micronucleo e Cometa
(MIYAJI, 2001) podem ser devidos a diferencas
dependentes de habitat ou de cultivo. Segundo Eira
(comunicacao pessoal, 2000), se os procedimentos
de cultivo e colheita forem realizados sob condicdes
controladas, como, por exemplo, 0 uso de toras de
eucalipto de primeiro corte, que apresentam uma
disponibilidade nutricional maior do que as demais, e
arealizacdo da inoculacéo evitando a desidratacao ou
possivel contaminac¢éo das toras, nao interferirdo nos
resultados de mutagenicidade.

De acordo com Sterner et al. (1982a), mesmo depois
de muitas espécies comestiveis serem identificadas como
mutagénicas, parece prematuro fazer recomendagdes
especificas sobre eventuais riscos a salide humana antes
gue outras informacdes sobre a composi¢céo quimica e
toxicologia dos compostos ativos sejam obtidas, assim
como sobre os efeitos de varios métodos usados no
preparo dos cogumelos como alimento.

Os dados da literatura em relacéo a mutagenicidade
do cogumelo Shiitake sugerem a ampliagdo no nimero
de trabalhos com esse fungo e/ou com seus compostos
ativos, para esclarecer melhor os riscos que podem estar
associados ao seu consumo. Isto porque, segundo as
observacdes de Gruter et al. (1991), uma atividade
mutagénica detectada em extrato, pode sugerir
diferentes destinos do agente mutagénico como, por
exemplo, se tornar instavel sob condi¢cdes normais da
digestao ou n&o ser absorvido pelo trato gastrointestinal,
ou ainda ser ativado a uma substancia toxica.

Alguns trabalhos relataram efeitos carcinogénicos
de cogumelos cultivados, como o de Toth e Erikson
(1986), que mostraram que o Champignon, Agaricus
bisporus cru foi carcinogénico em animais de
laboratdrio. O fato de que nenhum estudo demonstrou,
até o momento, propriedade carcinogénica para o
cogumelo Shiitake, somado ao numero reduzido de
estudos mostrando uma mutagenicidade efetiva desse
cogumelo e ao aumento gradativo no interesse quanto
a identificac&o de produtos naturais ou sintéticos que
possam ter propriedades antimutagénicas ou
anticarcinogénicas, a investigacao da sua possivel
atividade antimutagénica, torna-se atraente.

Segundo Hartman e Shankel (1990), a antimuta-
génese pode ocorrer em diferentes niveis:

a) prevencao daformacéo de metabdlitos mutagénicos;

b) captura dos agentes mutagénicos pelas enzimas
ou pelos componentes celulares dos tecidos;

¢) neutralizacéo das lesdes pré-mutagénicas e

d) modulacdo dos mecanismos que aumentam a
inativacdo metabdlica de compostos mutagénicos.

O termo antimutagénico foi usado originalmente
para descrever aqueles agentes que induzem reducao
da freqUéncia de mutacdes espontaneas ou induzidas,
independentemente do mecanismo envolvido (WATERS
et al., 1990). Verificou-se em varios estudos que
substancias endégenas obtidas por meio de alimentos,
ou sintetizadas pelas células, exibem algum tipo de
atividade inibitéria a agentes mutagénicos naturais e
artificiais (ODIN, 1997).

O descobrimento de produtos que reduzem a taxa
de mutacdes fatalmente diminuiria a incidéncia de
céancer, pois 0 homem poderia aumentar a exposi¢cao
a determinados agentes antimutagénicos efetivos
(HAYATSU et al., 1988), especialmente por meio da dieta
(WATTEMBERG, 1985; RAMEL et al., 1986). Muitos
estudos laboratoriais tém identificado um grande nimero
de compostos antimutagénicos e anticarcinogénicos na
dieta, a maioria presente nas plantas (KOHLMEIER et
al., 1995 apud DE MARINI, 1998).

Entre os produtos naturais que apresentam
potencial antimutagénico temos o repolho, alho-poro,
frutas citricas, ervas e condimentos; componentes de
alimentos como as vitaminas A, C e E, flavondides,
compostos organo-sulfurados e componentes de 6leos
como o eugenol, presente no cravo e também em 6leos
essenciais de muitas outras plantas como a canela, o
manjericdo e a noz-moscada (ROMPELBERG et al.,
1995). Dietas suplementadas com suco de cenoura,
tomate ou espinafre, resultaram na reducéo de quebras
de cadeia do DNA de linfocitos humanos avaliados pelo
teste do Cometa. Foi encontrada também reducgédo
significativa de danos oxidativos devido ao suco de
cenoura (POOL-ZOBEL et al., 1997).

De acordo com Lehmann et al. (2000), com o
aumento do consumo de alimentos contendo
componentes quimiopreventivos, pode ser possivel
melhorar a protecdo contra danos causados por
compostos mutagénicos e carcinogénicos. Este fato
tem levado a um aumento no interesse da populacéo
sobre os possiveis efeitos antimutagénicos de produtos
naturais ou compostos quimicos e, conseqiientemente,
a um incremento dos estudos nesta area.

Em geral, a investigacdo dos possiveis efeitos
anticarcinogénicos dos cogumelos esta bem
documentada, pois, em aproximadamente 200 espécies
de basidiomicetos superiores, foi detectada a atividade
de inibicéo de diferentes tipos tumorais (MIZUNO, 19953,
1995h).

As atividades antitumorais de alguns cogumelos
como Coriolus versicolor e Lentinula edodes parecem
ser devidas a presenca de polissacarideos, que tém
efeito antitumoral por meio da ativagéo do sistema
imune e, por isso, séo utilizados clinicamente como
agentes imunoterapéuticos em pacientes com cancer
(KURASHIGUE etal., 1997).

Semina: Ci. Biol. Saude, Londrina, v. 22, p. 11-17, jan./dez. 2001



O B-D glucan ou lentinan, o composto ativo do
cogumelo Shiitake, foi identificado na década de 70
como sendo efetivo nos tratamentos de cancer. Isto
acelerou estudos farmacoldgicos ndo s6 com o corpo
de frutificacdo, como com os esporos, micélios
incubados e produtos isolados, o que resultou na
descoberta de véarias substancias ativas, além do
lentinan, como por exemplo, 0 KS-2 e as glicoproteinas
LEM e LAP entre outros (MIZUNO, 1995a). No entanto,
a atividade dos principios ativos do Shiitake pode ser
influenciada pelo modo e o tempo de estocagem do
cogumelo. Minato et al. (1999) observaram uma grande
reducdo dos contetdos de lentinan em cogumelos
estocados a 20°C, enquanto que tal contetdo se
manteve constante quando estocado a 5°C ou a 1°C.

Estudos sobre a antimutagenicidade de cogumelos
comestiveis ou medicinais s&o realizados,
predominantemente, em células procariontes (Tabela 2)
e h4 a necessidade de um incremento destes estudos
utilizando também células eucaridticas. O uso de células
de mamiferos in vitro fornece ndo s6 uma estimativa do
potencial protetor de compostos quimicos, como
também se aproxima de uma avaliacéo de risco para o
homem, pois a distancia filogenética entre as espécies
€ pequena. A ampliacdo de estudos sobre a atividade
protetora dos cogumelos auxiliara na identificacéo de
novos compostos para proteger cada vez mais 0s
individuos expostos a diferentes agentes mutagénicos,
prevenindo, assim, a formacéo de doencas neoplésicas.

Tabela 2 — Antimutagenicidade ou antigenotoxicidade de diferentes espécies de cogumelos

MN: micronucleo

Uma explicacéo para a escassez de estudos sobre
antimutagenicidade de cogumelos em organismos
eucariotos € que a interpretacdo dos resultados
geralmente é complexa, pois, segundo Gebhart (1992),
0s agentes antimutagénicos geralmente ndo exercem
seus efeitos protetores por meio de um unico
mecanismo de acgéo.

Os resultados in vitro de Miyaji (2001), juntamente
com os achados in vivo de Lima et al. (2001), ambos
utilizando o teste do Micronucleo, mostram que extratos
aquosos do cogumelo Shiitake atuam protegendo as
células de mamiferos dos efeitos de alguns agentes
alquilantes como o metilmetanosulfonato, a
ciclofosfamida e a etilnitrosouréia. Os resultados obtidos

pelos autores ndo permitiram determinar se o
mecanismo de acdo do extrato de Shiitake era a
desmutagénese ou a bioantimutagénese.

No mecanismo de desmutagénese, determinados
fatores atuam diretamente no agente mutagénico ou
em seus precursores, inativando-os antes desses
atuarem sobre o DNA. No mecanismo de bio-
antimutagénese, os fatores atuam sobre processos de
mutagénese ou de reparo de DNA danificado, levando
areducdo da freqiiéncia de mutacdes (MORITA et al.,
1978; KURODA et al., 1992).

Gebhart (1992) relatou que o modo de aplicacéo dos
antimutagenos em relacao a exposicao das células alvos
ao agente mutagénico (pré-tratamento, tratamento
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simultdneo ou pds-tratamento) € uma das maiores
incertezas nos estudos de antimutagénese e que sua
escolha pode ser uma ferramenta (til para a identificacéo
dos mecanismos envolvidos nos processos
antimutagénicos.

Miyaji (2001), utilizando o ensaio do Cometa, discute
os achados de reducédo efetiva ou moderada da
genotoxicidade do MMS, na condi¢édo de pré-tratamento
das células HEp-2 com o extrato aquoso do cogumelo
Shiitake com base nas observacgtes de Kuroda et al.
(1992), levantando a hipdtese de que o cogumelo possa
ter induzido algumas enzimas, as quais atuaram como
inativadoras metabdlicas do agente mutagénico, tendo
possivelmente ocorrido 0 mecanismo de bioantimu-
tagénese. Outra hipdtese € a de que os componentes
celulares possam ter capturado o MMS ou o préprio
extrato té-lo, de alguma forma, inativado. Neste caso, o
mecanismo ocorrido seria a desmutagénese.

A atividade protetora exercida pelo cogumelo Shiitake
nas células humanas foi mais efetiva quando o extrato
foi preparado a 60°C (MIYAJI, 2001). Este resultado ndo
encontra amparo no achados de Kada (1981) apud Gruter
et al. (1991), de que o fator antimutagénico ativo
detectado no cogumelo Lentinula edodes parece ser
termo-labil. No entanto, Griter et al. (1991) mostraram
gue em diversos cogumelos hé fatores resistentes ao
calor que reduzem a mutagenicidade de agentes
carcinogénicos potentes como a aflatoxina B e o
benzo(a)pireno em S. typhimurium. !

De acordo com Lehmann et al. (2000), um outro
ponto crucial a ser considerado € o fato de que alguns
moduladores que exercem efeitos protetores numa
dada situacao, podem se tornar deletérios quando o
agente mutagénico ou o parametro sob analise é
modificado. A andlise de sistemas-testes distintos,
como o teste do Micronucleo ou o do Cometa, pode
levar a respostas diferentes das células, pois o teste
do Cometa é considerado mais sensivel para detectar
danos e/ou alteracBes na conformagéo do DNA devido
a agentes genotoéxicos, do que o teste do Micronucleo,
gue detecta atividades clastogénicas ou aneugénicas
do composto avaliado. Além disso, quando ocorre 0
processo de reparo por excisdo, normalmente ndo é
gerado um MN, enquanto, que, segundo Speit et al.
(1996), a formacgéo de quebra de cadeia durante os
processos de reparo por excisao pode também levar a
migracao do DNA no ensaio do Cometa.

Lima et al. (2001) detectaram atividade antimutagénica
in vivo do cogumelo Shiitake frente a etilnitrosouréia e,
em Miyaji (2001), esta atividade foi detectada in vitro frente
ao MMS, ambos agentes alquilantes. Portanto, para um
melhor entendimento do mecanismo protetor do extrato
de Shiitake, torna-se necessario efetuar experimentos
com outros tipos de agentes mutagénicos,
preferencialmente n&o alquilantes, pois os dados
existentes até o momento, além de serem escassos,
sdo em relagdo a este tipo de composto quimico.

A prevencao do cancer e de outras doencas
relacionadas pode ser realizada tanto por impedimento

da exposi¢cdo a mutadgenos/carcindgenos reconhecidos,
como por favorecimento do consumo de fatores protetores
ou por fortalecimento dos mecanismos de defesafisioldgica
(DE FLORA, 1998). Em relacéo ao cogumelo do Shiitake
€ prematura a recomendacao quanto a eventuais riscos
ou beneficios para a saude humana, pois estudos
adicionais com énfase em outras temperaturas e nos
compostos ativos dos extratos desse cogumelo séo
necessarios para a confirmagao da mutagenicidade ou
antimutagenicidade relatadas até o momento.
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Tabela 1 — Mutagenicidade ou genotoxicidade de diferentes espécies de cogumelos

HPRT: hipoxantina fosforribosil transferase; MN: microntcleo; M: atividade moderada.
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