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RESUMO

O céancer € a segunda causa de morte no mundo ocidental, ultrapassado
apenas pelas doencas cardiovasculares, sendo atualmente a segunda causa de
morte por doenga no Brasil. O cancer surge de uma unica célula que sofre mutagéo
e multiplica-se por mitose, sendo que as células descendentes acumulam outras
mutacdes até darem origem a célula cancerigena. A grande incidéncia de cancer em
todo mundo faz com que aumentem as pesquisas na busca de terapias, mais
seguras e eficazes, para prevencdo e combate da doenca. Como principais
modalidades de tratamento para o céncer, tem-se a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia. No entanto estes tratamentos utilizam agentes que interferem nos
mecanismos de sobrevivéncia, proliferacdo e migracao celular, gerando toxicidade e
reacoes adversas. Novas terapias alternativas e menos agressivas vém sendo
estudadas, como a potencialidade do uso de polissacarideos de origem fungica.
Alguns fungos, como os do género Pleurotus, tém a capacidade de sintetizar B-
glucanos, polissacarideos considerados 0s principais responsaveis pelas
propriedades terapéuticas dos cogumelos dentre as quais, a atividade antitumoral. O
presente trabalho teve por objetivo investigar a atividade antitumoral de
polissacarideos sintetizados por Pleurotus ostreatus DSM 1833 cultivado tanto em
meio solido como em meio liquido. As células tumorais utilizadas nos testes foram o
tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) e o Sarcoma 180 (S180). Foram avaliados in vivo a
capacidade antitumoral de: corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus misturados a
racdo de alimentacdo de camundongos (racdo/CF); polissacarideos extraidos dos
corpos frutiferos in natura de Pleurotus ostreatus (FPI), administrados em
camundongos por via intraperitoneal e intragastrica; caldo de cultivo in natura de
Pleurotus ostreatus (CCIN), administrados em camundongos por via intraperitoneal e
intragastrica e; polissacarideos extraidos do caldo de cultivo in natura de Pleurotus
ostreatus (ECC) administrados em camundongos por via intraperitoneal. O
tratamento dos animais teve inicio 24 horas ap0s o implante tumoral e foi
conduzindo durante 6 dias em todos os testes, com excec¢do do tratamento com
corpos frutiferos in natura, que durou 15 dias. Apés este periodo, os animais foram
sacrificados, sendo analisado o volume de liquido ascitico e 0 nimero de células
tumorais na cavidade peritoneal. Os resultados revelaram que o tratamento dos
animais por via intragastrica (FP1,CCIN e ECC) ndo se mostrou eficaz. Maior inibigéo
do crescimento do Tumor Ascitico de Ehrlich — TAE (76%) foi obtido pela
administragdo da substancia ECC (Extrato de Caldo de Cultivo) nos animais por via
intraperitoneal, enquanto que a substancia CCIN (Caldo de Cultivo in natura),
também administrado por via intraperitoneal, mostrou-se mais efetiva sobre o
sarcoma 180 — S180, com 86% de inibicdo tumoral. A alimentagéo dos animais com
CF (Corpos Frutiferos) de Pleurotus ostreatus misturados a ragdo também
apresentaram resultados promissores, promovendo 51% de inibicdo do TAE e 63%
de inibicdo do S180.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatus, cancer, administragdo intraperitoneal,
administragao intragastrica, Tumor Ascitico de Ehrlich, Sarcoma 180.



ABSTRACT

Cancer is the second highest cause of death in the western world, surpassed
only by cardiovascular diseases, currently the second highest cause of death by
illness in Brazil. Cancer appears from a single cell undergoing mutation and
multiplies through mitosis, with descendent cells accumulating other mutations until
eventually forming into a cancerous tissue. The high incidence of cancer worldwide
has led to increased research into safer and more efficient therapies for preventing
and the disease. The main treatment modalities for cancer are surgery, radiotherapy
and chemotherapy. However, these treatments rely on agents that interfere with cell
survival, proliferation and migratory mechanisms, generating toxicity and unfavorable
reactions. New alternative and less aggressive therapies are being studied for the
potential use of polysaccharides originating from fungi. Some fungi, such as the
Pleurotus genus, are able to synthesize B-glucan, polysaccharides considered
primarily responsible for the therapeutic properties of mushrooms, among which is
included antitumoral activity. The objective of this study is to investigate the
antitumoral activity of polysaccharides synthesized through Pleurotus ostreatus DSM
1833 in either solid or liquid medium. The tumoral cells used in tests were the Ehrlich
Ascitic tumor (TAE) and the Sarcoma 180 (S180). An in vivo evaluation was
conducted to ascertain the antitumoral capacities of: Pleurotus ostreatus fruiting
bodies in natura mixed with dry mouse food (dry food/CFIN); polysaccharides
extracted from Pleurotus ostreatus (FPI) fruiting bodies in natura, administered to
mice, intraperitoneally and intragastrically; Pleurotus ostreatus (CCIN) culture broth in
natura, administered to mice, intraperitoneally and intragastrically and;
polysaccharides extracted from Pleurotus ostreatus (ECC ) culture broth in naturea,
administered to mice, intraperitoneally and intragastrically. The animal treatment was
begun 24 hours following tumor implantation and was conducted during a 6 day
period in all tests, with the exception of the fruiting bodies in natura treatment, which
lasted for 15 days. After this period, the animals were sacrificed, and the ascitic liquid
volume and the number of tumoral cells in the peritoneal cavity were analyzed. The
results revealed that the animals treated intragastrically (FPI,CCIN and ECC) did not
develop effectively. Greater Ehrlich Ascitic Tumor TAE growth inhibition (76%) was
obtained through the intraperitoneal administration of ECC (Culture Broth Extract)
substance to animals, while CCIN (Culture Broth in natura) substance, also
administered intraperitoneally, showed to be more effective on sarcoma 180 — S180,
with 86% tumoral inhibition. The feeding of animals with Pleurotus ostreatus CFIN
(Fruiting Body in natura) mixed with dry food also presented promising results,
promoting 51% TAE inhibition and 63% S180 inhibition.

Key words: Pleurotus ostreatus, cancer, intraperitoneal administration, intragastric
administration, Ehrlich Ascitic Tumor, Sarcoma 180.
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INTRODUCAO

O céancer é a segunda causa de morte no mundo ocidental, ultrapassado
apenas pelas doengas cardiovasculares, sendo atualmente a segunda causa de
morte por doencga no Brasil (ALMEIDA, 2004).

As causas do cancer ainda nado estdo definidas claramente, mas evidéncias
levam a crer que os fatores externos ambientais tenham importante papel. Todo
cancer é originado por modificacbes dos genes, que podem ser herdadas ou
adquiridas ao longo da vida do individuo, em genes que controlam a divisédo celular
(ALMEIDA, 2004).

A quimioterapia e a radioterapia sao tratamentos adjuvantes que utilizam
agentes quimicos e fisicos, isolados ou em combinag¢édo, com o objetivo de tratar os
tumores malignos, constituindo as formas mais usadas hoje em dia para o combate
ou prevencédo da recorréncia do cancer. O ataque indiscriminado promovido pelas
drogas antineoplasicas as células de rapida proliferacdo, cancerosas ou normais,
produz os indesejaveis efeitos colaterais ou toxicos, que geralmente ndo sdo bem
aceitos pelos pacientes (BONASSA, 2001).

Alguns fungos, como os do género Pleurotus, tém a capacidade de sintetizar
B-glucanos, polissacarideos considerados 0s principais responsaveis pelas
propriedades terapéuticas dos cogumelos dentre as quais, a atividade antitumoral
(MANZI e PIZZOFERRATO, 2000).

Diversos trabalhos tém reportado técnicas de cultivo de fungos do género
Pleurotus tanto em meio liquido (ROSADO et al., 2003; MAZIERO et al., 1999),
como em suporte solido (BONATI et al., 2004; SALMONES et al., 2005), enquanto
outros tém concentrado esforcos no desenvolvimento de métodos de extracdo dos
polissacarideos produzidos por estes fungos (MIZUNO et al.,1999; ZHANG et al.,
2004a). Ja alguns autores (ZHUANG et al.,1993; ZHANG et al.,1994; MIZUNO,
1999) tém se dedicado a avaliar in vivo a capacidade antitumoral desses
polissacarideos naturais.

Este trabalho teve como objetivo geral investigar in vivo a capacidade

antitumoral de polissacarideos produzidos por Pleurotus ostreatus DSM 1833
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cultivado tanto em meio sélido como em meio liquido.

Os objetivos especificos deste trabalho séao:

- Avaliar in vivo a capacidade antitumoral de corpos frutiferos de Pleurotus
ostreatus in natura, misturados a racéo de alimentacdo de camundongos;

- Avaliar in vivo a capacidade antitumoral do caldo de cultivo de Pleurotus
ostreatus in natura, administrado em camundongos por via intraperitoneal e
intragastrica;

- Avaliar in vivo a capacidade antitumoral de polissacarideos extraidos dos
corpos frutiferos e do caldo de cultivo de Pleurotus ostreatus, administrado em

camundongos por via intraperitoneal e intragastrica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias

As neoplasias sdo estudadas pelo ramo da patologia chamada oncologia, do
grego “oycos”, que significa volume, tumor (COTRAN et al., 2000). S&o proliferagbes
de clones celulares atipicos, sem causa aparente, de crescimento excessivo,
progressivo e ilimitado, incoordenado e autbnomo ainda que se nutra a custa do
organismo, numa relagéao tipicamente parasitaria (BRASILEIRO FILHO, 1998).

De acordo com a literatura (MONTENEGRO e FRANCO, 1999; COTRAN et
al., 2000), a definicdo mais aceita de neoplasia € a do patologista inglés Rupert
Willis: “Neoplasia é uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede e nao
estid coordenado ao crescimento dos tecidos normais e que persiste mesmo
cessada a causa que o0 provocou”.

As neoplasias possuem dois componentes basicos: (1) células neoplasicas
proliferantes, que constituem o parénquima, e (2) o estroma de suporte, constituido
de tecido conjuntivo e vasos sanguineos. As células parenquimatosas representam
o componente proliferante das neoplasias, sendo que o crescimento e a evolugéo
destas dependem diretamente de seu estroma. E necessario um suprimento
sanguineo adequado para que o estroma e seu tecido conjuntivo fornegam o
arcabouco para o parénquima (COTRAN et al., 2000).

Na pratica, a neoplasia € essencialmente uma doenca de células,
caracterizada por um desvio nos mecanismos de controle dos processos de
proliferagcéo e diferenciacao celular (SALMON et al., 2003). Na maioria dos casos as
neoplasias caracterizam-se por mutacdes genéticas herdadas ou adquiridas pela
acdo de agentes ambientais, quimicos, hormonais, radioativos e virais, denominados
carcinégenos (COTRAN et al., 2000). Originam-se da ativacdo anormal dos genes
gue controlam o crescimento celular (LOURO, 2000). Embora algumas formas de
neoplasias sejam hereditarias, sdo causadas por erros intrinsecos na replicacdo do
DNA ou induzida por exposicédo a carcinégenos. Uma Unica lesdo genética em geral

nao é suficiente para induzir transformacgéo neoplasica de uma célula.
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O fendtipo maligno s6 é adquirido apos varias (5 a 10) mutacdes geralmente
desenvolvendo-se durante muitos anos. As neoplasias sdo mais comuns em tecidos
qgue apresentam renovacao rapida, especialmente aqueles expostos a carcind0genos
ambientais e cuja proliferacdo é regulada por horménios (BRAUNWALD et al.,
2001). Sendo assim, os neurdnios maduros e 0s midcitos cardiacos ndo produzem
tumores.. A neoplasia pode expressar graus variaveis de diferenciagdo, desde
estruturas relativamente maduras que imitam os tecidos normais até um conjunto de
células tdo primitivas a ponto de ndo ser possivel identificar a célula de origem
(RUBIN e FARBER, 2002).

2.1.1 Classificagao e morfologia

As neoplasias sdo classificadas em duas grandes categorias: benignas e
malignas (ROBBINS et al., 1992; MONTENEGRO e FRANCO, 1999). Neoplasias
malignas s&o chamadas de cancer, para distingui-las das benignas (JUNQUEIRA,
2005).

Embora as caracteristicas macroscopicas sejam importantes € necessario
enfatizar que somente através da histologia é possivel diferenciar de maneira segura
neoplasias benignas de neoplasias malignas (MONTENEGRO e FRANCO, 1999). A
diferenciacéo refere-se ao grau de semelhanca entre as células parenquimatosas e
as ceélulas normais, comparaveis tanto em nivel morfolégico quanto em nivel
funcional.

As células das neoplasias benignas assemelham as células normais maduras
do tecido de origem da neoplasia. As células das neoplasias malignas podem ser
diferenciadas ou indiferenciadas em relacdo as células normais. Quando
indiferenciadas sdo denominadas anaplasicas (COTRAN et al., 2000).

As neoplasias benignas sdo essencialmente bem delimitadas, crescem
geralmente de forma esférica e ndo invadem os tecidos ao seu redor, enquanto as
neoplasias malignas apresentam como sua mais importante propriedade a
capacidade de invasdo de tecidos vizinhos. Esse processo de invasdo e
alastramento, denominado metastase, pode avancar até atingir o sistema
circulatério, permitindo que as células malignas ganhem vias de disseminacao (por

exemplo, vasos sangliineos) e atinjam outros sitios, distantes do local original, e
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neles iniciem novas colbnias de células neoplasicas (BERGERS et al., 1999;
BRASILEIRO FILHO, et al., 2000).

Na neoplasia benigna, as células permanecem localizadas, prejudicando
apenas o 0rgao onde se originou e os tecidos vizinhos, que podem ser comprimidos.
Assim, as neoplasias benignas geralmente sdo curadas pela cirurgia. Ja o
tratamento cirdrgico das neoplasias malignas sé é eficaz se realizado antes das
metéstases (BRASILEIRO FILHO, 1998; JUNQUEIRA, 2005).

Metastases sdo neoplasias secunddrias, que crescem separadamente da
neoplasia priméaria. Originam-se de células que se destacaram da neoplasia priméria
e foram transportadas para outros locais. O transporte pode ser feito através dos
vasos linfaticos ou sanguineos, ou ainda, pelos fluidos existentes nas cavidades
naturais (MONTENEGRO e FRANCO, 1999). O poder de invaséo local depende de
propriedades intrinsecas da propria célula e da natureza dos componentes teciduais.
Até atingir uma via de disseminacdo, as células malignas precisam atravessar a
matriz extracelular, que tem dois componentes basicos, a membrana basal e o
conjuntivo intersticial. De acordo com a constituicAo bioquimica e a resisténcia
mecanica desses elementos, as ceélulas penetram neles com maior ou menor
facilidade. Vasos linfaticos e veias, em funcdo de sua parede mais fina e da
escassez de fibras elasticas, sdo facilmente penetraveis (BRASILEIRO FILHO et al.,
1993).

Os canceres matam justamente em consequéncia da invasao destrutiva de
orgaos normais por extensao direta e disseminacdo para locais distantes através do
sangue, linfa ou superficies serosas (BENNETT e PLUM, 2001).

As neoplasias benignas apesar de ndo apresentarem, em geral, grandes
problemas para seus portadores, tém grande interesse pratico por sua frequéncia e
pelas consequéncias que podem gerar. Essas neoplasias crescem lentamente e nao
h& qualquer infiltracdo ou destruicdo ativa do tecido circundante e tdo pouco
disseminacgédo a locais distantes, ou seja, nenhuma metastase. Raramente colocam
em risco a vida do individuo, mas podem fazé-lo em consequéncia de secrecdo de
horménios ou de uma localizagdo critica (CHANDRASOMA e TAYLOR, 1993). O
crescimento lento da neoplasia permite o desenvolvimento adequado de vasos
sanguineos, assegurando boa nutricdo das células. Desse modo, degeneracdes,
necroses e hemorragias sdo pouco comuns. Nao compromete a nutricdo do

hospedeiro (a acdo espoliativa € discreta ou ausente) e nem produz substancias que
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podem produzir anemia ou caquexia (BRASILEIRO FILHO, 1998). Entretanto, a
localizacdo de um tumor benigno pode ter uma influéncia importante no progndstico.
Uma neoplasia benigna do tronco cerebral, por exemplo, pode levar & morte rapida
em funcéo de sua localizacdo (LOWE e STEVENS, 1998).

No outro extremo estdo as neoplasias malignas ou canceres, nas quais as
células mostram alteragdes bioquimicas, morfoldgicas e funcionais variadas que Ihes
conferem propriedades importantes. A taxa de multiplicacdo das células malignas é
elevada, a neoplasia usualmente tem crescimento rapido. O mesmo ndo acontece
com o0 estroma e 0Ss vasos sanguineos, que se desenvolvem mais lentamente,
resultando em degeneragdes, hemorragias e ulceracdes frequentes (BRASILEIRO
FILHO et al., 1994).

De acordo com Fauci et al. (1998) e Tannock e Hill (1998), o cancer pode ser
definido como uma excecao a interagdo coordenada entre células e 6rgaos, onde a
célula cancerigena compete pela sobrevivéncia usando a mutabilidade e a sele¢éo
natural para tirar vantagem das células normais, recapitulando a evolucao. Nestes
tipos de neoplasias indiferenciadas em que ha polimorfismo, os nucleos sdo muito
volumosos e a relacdo nucleo-citoplasma € aumentada, pelo fato de que os nucleos
tumorais contém quantidades andmalas de DNA (MONTENEGRO e FRANCO,
1999). Em raz&o da perda da diferenciagéo celular, as células neoplasicas malignas
perdem também a capacidade de formarem tecidos normais (BRASILEIRO FILHO et
al., 2000).

Outro elemento importante na avaliagdo dos neoplasmas sao as mitoses. Nos
tumores bem diferenciados as mitoses séo pouco frequentes e quando ocorrem sao
normais. Ja nos tumores indiferenciados, as mitoses sdo muito freqlientes e entre
elas se observam mitoses andmalas (MONTENEGRO e FRANCO, 1999).

Segundo Brasileiro Filho (1998) existem alguns tipos modulares de
neoplasias: o tipo vegetante, que é encontrado em neoplasias benignas e neoplasias
malignas que crescem na superficie (pele ou mucosas); o tipo infiltrante que é
praticamente exclusivo das neoplasias malignas; e o tipo ulcerado, que se refere as
ulceragdes precoces, quase exclusivos de neoplasias malignas.

Como as ceélulas cancerigenas sdo, em geral, mais volumosas do que as
correspondentes normais, devido ao aumento tanto do nucleo quanto do citoplasma
e se multiplicam em grande quantidade, tém o citoplasma basofilo, devido a riqueza

em ribossomos (JUNQUEIRA, 2005). Um aspecto importante € o pleomorfismo,
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responsavel pelas variagbes da forma e tamanho das células e dos nucleos em
diferentes regibes do tumor. H& variagbes no tamanho dos nucléolos, surgindo
cromocentros formando grandes alteragdes da forma nuclear. Com freqiéncia, a
cromatina € irregular, mais compacta e hipercorada; outras vezes a cromatina é
frouxa e o0s nucleos séo vesiculosos ou hipocrométicos (BRASILEIRO FILHO et al.,
1994).

2.1.2 O cancer no Brasil e no mundo

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer INCA (2007, apud MORAES,
1997), as estimativas para o ano de 2006 apontavam para a ocorréncia de 472.050
casos novos de cancer no Brasil, dos quais 234.570 para o sexo masculino e
237.480 para sexo feminino. Os tipos mais incidentes, a excec¢édo do cancer de pele
ndo melanoma, seriam os de prostata e pulmdo no sexo masculino e mama e colo
do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da dimenséo observada
no mundo.

A distribuicéo dos casos novos de cancer segundo localizagc&o primaria € bem
heterogénea entre estados e capitais do pais. As regides Sul e Sudeste apresentam
as maiores taxas, enquanto que as regides Norte e Nordeste mostram taxas
menores. As taxas da regido Centro-Oeste apresentam um padrdo intermediario
(INCA, 2007).

O céncer de pele (neoplasia maligna cutédnea) € o mais comum de todos os
tipos de céancer. Existem basicamente dois tipos de céancer de pele: o ndo-
melanoma, que é o mais comum e raramente pode causar a morte do paciente, e 0
melanoma, que € o0 mais raro, mas € responsavel por trés em cada quatro mortes
por cancer de pele (ZELMANOWICZ, 2007). O numero de novos casos de cancer de
pele ndo melanoma estimados para o Brasil em 2006 € de 55.480 casos em homens
e de 61.160 casos em mulheres. Este tipo de cancer é o mais incidente em homens
em todas as regides do Brasil, com um risco estimado de 89/100.000 na regido Sul,
70/100.00 na regido Sudeste, 52/100.000 na regido Centro-Oeste, 44/100.000 na
regido Nordeste e 30/100.000 na regido Norte. Nas mulheres € o mais frequente nas
regides Sul (93/100.000), Centro-Oeste (73/100.000), Nordeste (50/100.000) e Norte
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(32/100.000), enquanto que, na regido Sudeste (69/100.000) o mesmo é o segundo
mais frequente (INCA 2007).

A incidéncia, distribuicdo geogréfica e comportamento de tipos especificos de
cancer estéo relacionados a multiplos fatores, como sexo, idade, raca, predisposicéo
genética e exposicdo a carcinégenos ambientais (KATZUNG, 2003; ALMEIDA,
2004). De todos os casos, 80% a 90% dos canceres estdo associados a fatores
ambientais (ALMEIDA, 2004). Vale salientar ainda que a incidéncia de doenca
neoplasica aumenta com a idade e, a maior longevidade alcancada hoje em dia,
necessariamente aumenta a populacdo sob risco de desenvolvimento da doenga
(RUBIN e FARBER, 2002).

2.1.3 Terapéutica

Existem quatro modalidades terapéuticas principais para o cancer (cirurgia,
radioterapia (RT), terapia clinica e terapia bioldgica), sendo que a cirurgia é a mais
definitiva, quando o tumor é localizado em condi¢cdes anatdmicas favoraveis. Em
pequenos tumores solidos, por exemplo, a cirurgia costuma ser definitiva e curativa,
nao causando efeitos colaterais indevidos (BENETTI e PLUM, 2001).

A cirurgia foi a primeira modalidade de tratamento empregada com éxito no
combate ao cancer, depois do desenvolvimento da anestesia com éter na década de
1840 e continua sendo, até os dias atuais, a principal modalidade de tratamento
dentro da oncologia para a maioria dos tumores solidos (FAUCI et al., 1998).

A radioterapia é utilizada para a destruicdo de células através da radiacéo
ionizante e a quimioterapia emprega compostos quimicos, chamados
guimioterapicos antineoplasicos, no tratamento das neoplasias. A quimioterapia
pode ser utilizada em combina¢cdes com a cirurgia e com a radioterapia, com
finalidade paliativa ou curativa (ALMEIDA, 2004).

A radioterapia € empregada localmente e seu éxito depende da diferenca
inerente na radiossensibilidade entre o tumor e os tecidos normais adjacentes.
Idealmente, a radioterapia deve destruir o tecido canceroso, a0 mesmo tempo em
gue causa minima destruicdo das estruturas normais circunjacentes. Como a
radioterapia € um meio de transmitir energia aos tecidos, em ultima analise, resulta

em lesdo biolégica. Esta associada tanto a efeitos toxicos agudos como a sequelas
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em longo prazo. Reacdes agudas ocorrem durante ou logo apds a terapia, e
representam a interrup¢do da repopulagdo de tecidos em rapida divisdo. Ocorre
sintoma sistémico como a fadiga e reagfes cutaneas locais, que variam desde o
eritema até a descamacdo Umida. A toxicidade gastrintestinal, acompanhada de
nauseas, vomitos, disfagia ou diarréia, esta associada ao tratamento do abdome ou
pélvis. A radioterapia € comprovadamente mutagénica, carcinogénica e teratogénica
e esta associada a um aumento do risco de ocorréncia de leucemias e tumores
solidos secundarios (FAUCI et al., 1998).

Na terapia clinica a quimioterapia consiste na administracdo de drogas
guimicas, quer seja via oral, venosa, intrarterial, cavitaria ou intramuscular, que
atuam interferindo diretamente no ciclo celular, bloqueando uma sequéncia
metabodlica e com isso impedindo a divisdo ou amadurecimento celular, levando a
célula consequentemente a morte. A duragdo do tratamento depende basicamente
de seu objetivo e da tolerancia do paciente (FAUCI et al., 1998).

Uma modalidade recentemente empregada como terapia primaria ou
adjuvante é o uso de agentes quimioterdpicos como mitomicina C e 5-fluoracil,
sendo uteis na doenca difusa, além de evitarem as complicacbes associadas a
intervencdo operatoria. Outros tratamentos adjuvantes, tais como crioterapia e
radiacdo, tém sido empregados na tentativa de reduzir a reincidéncia pos-ressec¢ao
cirargica (GIACONI, 2003).

Tratamento neoadjuvante ou inicial € aplicado para reduzir o tumor, de modo
a possibilitar ou facilitar a cirurgia. Pode ser util para reduzir a area a ser operada,
preservando a fungdo ou o 6rgdo e tem uma duracdo pré-definida, mas a resposta
do tumor a quimioterapia € acompanhada de tratamento cirargico, pois se for
insatisfatéria, o planejamento ter4 de ser revisto. Dependendo do tipo de droga
utilizada, o numero de ciclos também poderd ser limitado, jA& que algumas
medica¢cbes podem levar a efeitos toxicos a partir de determinada dose. Assim,
antes que isso ocorra, o tratamento devera ser suspenso ou trocado. Nesse caso, a
troca do tratamento n&o significa uma resposta inadequada (RIEGER, 2000).

A imunoterapia ativa ou terapia biologica, consiste na aplicacdo de agentes
hospedeiros com origem no tumor, que sdo concebidos para criar uma resposta
imune capaz de retardar ou eliminar o crescimento tumoral. Pode ser especifica, se
a imunizacao for efetuada com células do tumor ou extratos de células tumorais

simples ou em vacinas, como por exemplo, 0 uso de anticorpos monoclonais. Pode
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ser ndo especifica quando existe uma tentativa de melhorar a imunidade através do
uso de adjuvantes como os extratos bacterianos (RIEGER, 2000; BENJAMIN et al.,
2002). A terapia biologica emprega substancias como interferon, interleucina-2,
interleucina-4, fatores de crescimento hematopoiéticos (filgastrima), fator de necrose
tumoral e vacinas bacterianas vivas BCG (ALMEIDA, 2004).

No entanto, os antineoplasicos utilizados no tratamento do céancer séo
agentes que interferem nos mecanismos de sobrevivéncia, proliferacdo e migracédo
celular. O processo de descoberta e desenvolvimento desses farmacos modificou-
se, significativamente, com o avango dos conhecimentos da biologia molecular e
celular (FUCHS et al.,2004).

Para Katzung (2003), os farmacos ideais contra o cancer devem erradicar as
células cancerosas sem prejudicar os tecidos normais. Infelizmente ndo existem, no
momento, agentes disponiveis que satisfagam esse critério e, 0o uso clinico dessas
drogas, exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade na procura de
um indice terapéutico favoravel. A mesma constatacdo é feita por Almeida (2004),
que afirma n&o existirem drogas antineoplasicas especificas para as células
tumorais, uma vez que atacam as células normais do organismo, gerando graves
toxicidades e reacOes adversas. Estas reacbes ocorrem em carater de maior ou
menor gravidade, precoce ou tardia, aguda ou crénica, cumulativa ou irreversivel.

Na busca de terapias alternativas e menos agressivas, a potencialidade do
uso de polissacarideos de origem fungica tem sido investigada nos ultimos anos
(MIZUNO, 1999; NOSALOVA et al., 2001; ZHANG et al., 2004b).

2.1.4 Modelos tumorais para estudo in vivo

Para a investigacao e testes de novos farmacos € necessaria a utilizacédo de
modelos experimentais em animais. Um modelo muito empregado nesta linha
antitumorais de investigagdo é o tumor de Ehrlich em camundongo, que tem a
capacidade de crescimento em suspensédo no liquido ascitico e em tecido celular
subcutaneo. Apds a sua implantacdo na cavidade peritoneal em camundongos
sadios, ha formacdo de liquido ascitico tumoral (SAAD-HOSSNE et al.,, 2004). O
tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) derivou de um adenocarcinoma mamario
espontaneo (PAGNO et al., 2006).
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O Sarcoma 180 (S180), também conhecido como Tumor de Crocker, cresce
rapidamente em 90% dos animais inoculados (ASSEF et al., 2002). Esse tumor
ocorre em forma liquida na cavidade abdominal de camundongos, apresentando-se
distendido a partir do sexto dia de desenvolvimento do tumor e sobrevivendo
aproximadamente 15 dias (ARAUJO e BRANDEBURGO, 1995).

2.2 Fungos da classe dos basidiomicetos

Fungos sao eucariotos, ou seja, organismos cujas células possuem um
ndcleo definido, que contém o material genético da célula (DNA), circundado por um
envelope especial chamado de membrana nuclear (TORTORA et al., 2003).

Desde a antigliidade, fungos vém sendo usados para o preparo de alimentos
e compostos com uso medicinal, fazendo parte da vida do homem ha milhdes de
anos (LORENZEN e ANKE, 1998). Segundo Rajarathnam et al. (1998), existem
cerca de 2000 espécies de cogumelos comestiveis identificadas, sendo que destas,
80 foram cultivadas experimentalmente e apenas cerca de 22 sdo comercializadas.
Embora diversas culturas utilizem os cogumelos como alimento e medicamento,
Chang (1996) relata que o uso de cogumelos como alimento funcional foi iniciado na
China, aproximadamente 100 aC. Algumas espécies de cogumelos tém sido
utilizadas para modular o sistema imunologico, baixar a pressdo sangiinea e a
concentracdo de lipidios no sangue, inibirem o desenvolvimento de tumores e
inflamagdes e como agentes antimicrobianos (WASSER e WEIS, 1999).

Nos fungos filamentosos, cada filamento cresce, principalmente, na
extremidade, por extensdo de uma célula terminal. Um Unico filamento é chamado
hifa. As hifas geralmente crescem juntas, através da superficie e formam
ramificagbes compactas, que coletivamente sdo chamadas de micélio, e que podem
ser vistas facilmente sem uso de microscopio. Alguns fungos filamentosos séo
capazes de formar esporos sexuados (MADIGAN, et al., 2004).

Os basidiomicetos constituem os cogumelos propriamente ditos, alguns
comestiveis, outros agentes de micetismo ou de doencas de plantas como as
chamadas “ferrugens” e “carvdoes” (LACAZ et al.,, 2002). Em geral, possuem um
micélio bem desenvolvido, formado por hifas septadas, cujas paredes contém

quitina. Os septos séo perfurados, em locais onde a parede celular € espessada em
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forma de barril, no centro do qual existe uma perfuragdo coberta por uma capa
membranosa, o parentosoma. Nos basidiomicetos, esporos hapléides produzem
somente pequenas hifas hapléides. Quando estas sdo fecundadas, um micélio
dicariético € produzido e desenvolve-se para constituir a estrutura somatica do
fungo. Essas hifas dicariéticas podem produzir, por via assexual, esporos
dicarioticos que se desenvolvem novamente em um micélio dicariético. Entretanto,
em qualquer um dos casos, 0s nucleos pareados das células se unem e formam
zigotos, dividindo-se meioticamente para produzir basidiosporos, que contém nucleo
hapléide (MICHEREFF, 2003).

Basidiomicetos habitam as mais variadas zonas climéticas, do artico as
umidas florestas tropicais. Os corpos frutiferos podem ser colhidos de substratos
como folhas, madeira, estrume ou solo. O aparato enzimatico confere aos
basidiomicetos a capacidade de degradar substratos lignocelulésicos como residuos
agricolas (palha de arroz, de trigo e de outros cereais) e residuos agro-industriais
(residuos de algodéao e de soja, bagaco de cana-de-agUcar etc.) além de serragens
de madeira, evitando que se transformem em problemas ambientais (MATHEUS e
OKINO, 1998).

Culturas do micélio sdo geralmente derivadas dos esporos ou pedacos de
tecido que germinam e crescem em meio solido ou liquido. Segundo Lorenzen e
Anke (1998), o meio de cultivo pode ser constituido de extrato de levedura, extrato
de malte e glicose, que é o composto central tanto para a producéo de metabdlitos

primarios quanto de metabdlitos secundarios.

2.2.1 AplicacBes dos Basidiomicetos

Cogumelos medicinais tém sido consagrados na histéria no uso das
tradicionais terapias orientais. FracOes extraidas a quente de cogumelos medicinais
foram usadas como medicamento no extremo oriente, onde se originou o
conhecimento e a aplicagdo destes. Estudos atribuem as propriedades medicinais
dos cogumelos aos polissacarideos, em particular B-glucanos, polissacarideos-
proteinas e proteinas (LULL, et al., 2005).

Grande parte dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos da classe dos

basidiomicetos baseiam-se nos seus produtos metabdlicos, como enzimas e
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polissacarideos. A importancia do aparato enzimatico dos basidiomicetos esta
diretamente relacionada com a bioconversao de residuos lignoceluldsicos tanto para
a producéo de alimento (cultivo de cogumelos comestiveis), quanto para a produgéo
de polissacarideos que podem ser utilizados, principalmente, nas industrias
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas (MATHEUS e OKINO, 1998). Da mesma
forma, este complexo enzimatico lignocelulolitico de diversas espécies de
basidiomicetos tem levado grupos de pesquisa a estudar sua capacidade de
biodegradagcdo de poluentes (DURAN e ESPOSITO, 1998; MATHEUS e OKINO,
1998).

Nos ultimos anos, os estudos de degradacdo de xenobidticos por fungos da
classe dos basidiomicetos tém-se intensificado. A capacidade dos basidiomicetos
em degradar compostos xenobioticos deve-se a semelhanca entre as estruturas da
molécula de lignina e as moléculas de alguns compostos organicos sintéticos,
principalmente os compostos aromaticos (MATHEUS e OKINO, 1998).

Segundo Putzke e Putzke (2003), entre as qualidades dos cogumelos como
alimento pode-se destacar: a diminuicdo do nivel de colesterol no sangue; a
capacidade antitumoral da letinina encontrada em Lentinus edodes e Pleurotus
ostreatus; a presenca de aminoacidos, de minerais como calcio, potassio, iodo e
fésforo e de vitaminas como riboflavina, tiamina, 4cido ascorbico e os pertencentes
ao complexo B.

De uma maneira geral os cogumelos comestiveis contém entre 85 e 95% de
adgua em sua composicédo e quando desidratados para comercializagdo apresentam
um peso que equivale a 5-20% do seu peso fresco inicial. Na composi¢cao do peso
seco, os carboidratos estdo presentes em maior concentracdo (60%), seguida das
proteinas (25%) e dos lipideos (5%), sendo o restante considerado como cinzas
(10%), incluindo diversos minerais (SANTOS, 2000).

Um grande numero de compostos derivados dos basidiomicetos,
componentes celulares e/ou metabdlitos, tem mostrado efeito sobre o sistema imune
e podem ser utilizados para tratar diversos estagios e tipos de tumores (WASSER e
WEIS, 1999).

Varias propriedades fisiolégicas tém sido influenciadas pelos efeitos
farmacologicos dos cogumelos, tais como biorregulacdo (ativacdo imunoldgica),
manutencdo de homeostase, regulacdo do biorritmo, prevencdo de doengas como

cancer, derrame cerebral e doengas cardiacas (WASSER e WEIS, 1999). Segundo
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esses autores, substancias originarias de cogumelos foram isoladas e identificadas
demonstrando atividade antitumoral, cardiovascular, antiviral, antibactericida e
antiparasitaria.

Diversos basidiomicetos, como Schizophyllum commune, Lentinus edodes e
Coriolus versicolor apresentam atividade antitumoral devido a presenca de
polissacarideos, que foram isolados, e sdo comercialmente conhecidos como
Schizophylan, Lentinan e PKS, respectivamente (OOl e LIU, 2000).

A maioria das pesquisas sobre efeitos antitumorais de cogumelos foi
conduzida no Japdo. Um estudo realizado com polissacarideos antitumorais das
especies Lentinus edodes e Grifola frondosa, utilizando imunoensaios (ELISA),
sugeriram que a estocagem em baixas temperaturas dos corpos frutiferos, foi mais
efetiva tanto na manutengdo dos cogumelos, como na concentracdo dos
polissacarideos com atividade antitumoral (MIZUNO, 2000).

Estudos realizados no Japéo, com cobaias em laboratério, utilizando fragfes
extraidas de corpos frutiferos de Agaricus blazei, revelaram que polissacarideos
constituidos de B-glucanos, associados a determinadas proteinas, apresentaram
elevada atividade antitumoral (BRAGA, 2005).

Fracbes extraidas da espécie Agaricus blazei foram testadas em
camundongos, no combate as células de Sarcoma 180. Os resultados com as
fracdes soluvel e insoluvel em n-hexano (800mg/kg) administradas oralmente nos
animais durante 20 dias, resultaram na reducdo de 80,2 e 90,1% do volume do
tumor, respectivamente (TAKAKU et al., 2001).

Ajith e Janardhanan (2003) testaram extratos de Phellinus rimosus obtidos a
partir de trés solventes para extracdo: acetato de etila, metanol e agua. Em
camundongos albinos Swiss machos, com massa corporal igual a 20 £ 2g, foi
inoculado uma concentracéo de células de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) de 1x
10%el/mL. Os animais foram tratados diariamente com o0s extratos numa
concentracdo de 50mg/Kg por 10 dias, obtendo-se uma reducéo de 65% das células

tumorais com o extrato obtido através da extracdo com acetato de etila.

Diversos estudos comprovam a presenga de compostos com atividades
terapéuticas em fungos do género Pleurotus, tais como antimicrobiana, antitumoral,
imunomodulatoria (RAJARATHNAM et al., 1998; ZHANG et al., 1994; WISBECK et
al., 2002).
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2.2.2 Fungos do género Pleurotus

As espécies pertencentes ao género Pleurotus tém producao relativamente
simples e requerem um curto tempo para o crescimento, quando comparado com
outros cogumelos comestiveis (JWANNY, RASHAD, e ABDU, 1995; PATRABANSH
e MADAN, 1997). Estes fungos distribuem-se por todo o mundo em florestas, tendo
uma 6tima adaptacdo aos climas temperados (GUNDE-CIMERMAN, 1999).

E relatado que para o micélio crescer e o corpo frutifero se desenvolver é
suficiente a presenca de materiais lignocelulésicos (MARTIN, 1992). O sistema de
degradacdo de materiais lignoceluldsicos envolve uma série de reacdes. Os fungos
do género Pleurotus sdo capazes de realizar tal degradacdo porque possuem um
complexo enzimatico lignocelulotitico especifico (RAJARATHNAM et al., 1992).

Nos ultimos anos, o complexo enzimatico lignocelulolitico de Pleurotus spp.
tem sido estudado com vistas a utilizagdo deste fungo em processos de
biorremediagcdo, degradacdo de materiais recalcitrantes, substancias quimicas
toxicas como organofosforados etc. (NOVOTNY et al., 2004, RODRIGUEZ et al.,
2004). Duas familias de enzimas ligninoliticas s@o consideradas as principais
responsaveis pela capacidade biodegradadora dos fungos: peroxidases e
fenoloxidases. Dentre as peroxidases destacam a lignina peroxidase (LiP) e a
manganés peroxidase (MnP) e dentre as fenoloxidases destaca-se a lacase (KARAN
e NICELLI, 1997).

Varios estudos envolvendo fungos do género Pleurotus na biodegradacéo de
compostos aromaticos de um modo geral (SANTOS, 2000; NOVOTNY et al., 1999) e
fenois-clorados especificamente (KUBATOVA et al., 2001; MUNARI et al., 2003;
RODRIGUEZ et al., 2004; SILVA, 2005) vém sendo realizados.

Pleurotus, como outros cogumelos comestiveis, sdo apreciados pelo seu
sabor e também por seus atributos medicinais, mas durante muito tempo, seu valor
nutricional foi praticamente ignorado. Hoje se reconhece que além de apresentarem
propriedades gastrondmicas, possuem comprovadas propriedades nutricionais,
como elevado teor de fibras, quantidades moderadas de proteinas de boa qualidade
com a maior parte dos aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas
(RAJARATHNAM et al., 1998; BONATTI et al., 2004).

A composicdo quimica de corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus foi
determinada por Bonatti et al. (2004).
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Tabela 1 — Composi¢do quimica dos corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus DSM

1833 cultivado em palha de bananeira.

Parametros Palha de bananeira*
Umidade 88.06

Gordura total 5.97

Carboidratos 46.97

Cinzas 5.58

Fibras 9.41

Nitrogénio total 3.85

Proteina total 16.86

*Exceto a umidade (g/100g de massa Umida) os outros valores sdo descritos em

termos de massa seca (g/100g de massa seca).

O cultivo de fungos do género Pleurotus pode ser realizado em meio sélido ou
liguido. O processo em meio sélido depende da interacdo entre o fungo e o
substrato lignoceluldsico, possibilita o processo de fermentacdo em estado solido
onde o fungo é capaz de decompor o substrato sélido contendo baixo teor de
umidade. Um dos processos mais importantes, do ponto de vista econémico, é a
utilizacdo de fungos na conversdo de residuos lignocelulésicos em cogumelos
comestiveis (MATHEUS e OKINO, 1998; SANTOS, 2000).

O cultivo em meio liquido, comecou a ser estudado com o objetivo de utilizar
o caldo de cultivo de Pleurotus para a producdo de substancias com potencialidades
terapéuticas, como antimicrobianos (HARA et al., 1987; WISBECK et al., 2002) e
polissacarideos extracelulares com atividade antitumoral (BURNS et al., 1994;
WISBECK et al., 2005).

Wisbeck (2003) obteve cerca de 4,0g/L de polissacarideos extracelulares em
cultivo submerso de Pleurotus sajor-caju CCB 019 e Pleurotus ostreatus DSM 1833,
em meio POL com 40g/L de glicose inicial. Porém a autora ndo avaliou a atividade
antitumoral dos polissacarideos produzidos.

Segundo Rosado et al.,, 2003 a principal fracdo de polissacarideos
extracelulares de Pleurotus spp. € insolivel em agua (um total de 80% do polimero
extracelular) e é composto principalmente por (1—3), (1—6)-B-glucanos. A menor

fracdo soluvel em &gua contém glicose, manose, galactose e proteina, sendo ricas
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em amido e residuos de hidroxila que podem estar envolvidas em ligagbes com
proteinas-polissacarideos.

Estudou-se, ainda, a possibilidade de se utilizar o micélio de Pleurotus
ostreatus obtido em cultivo submerso, como inoculo para a producdo de corpos
frutiferos em cultivo sélido utilizando residuos lignolulésicos (SILVEIRA et al., 2006).

Dentre os fungos do género Pleurotus, destaca-se a espécie Pleurotus
ostreatus, conhecido como cogumelo ostra, de acordo com Sepcic et al., (2003). S&o
fungos lignoceluloliticos com aplicagdes medicinais, biotecnoldgicas e ambientais
(SEPCIC et al., 2003; OBODAI et al., 2003).

2.3 Polissacarideos

Polissacarideos representam estruturalmente uma classe de macromoléculas
com ampla ocorréncia na natureza e oferecem uma alta capacidade para carregar
informacdes biologicas devido a estas moléculas possuirem uma grande
variabilidade estrutural. As unidades de monossacarideos nos oligossacarideos e
polissacarideos podem interconectar-se por ligacdes glicosidicas para formar varias
ramificagbes ou estruturas lineares (OOl e LIU, 2000). Alguns microrganismos
(algas, bactérias e fungos), assim como as plantas, produzem diferentes
polissacarideos que podem ser aplicados na biotecnologia. Atualmente o avango
nas tecnologias quimicas tem permitido o isolamento e a purificagdo de alguns
compostos, especialmente polissacarideos presentes em fungos, de alta massa
molar molecular (B-glucanos), com atividade antitumoral e potencial
imunomodulatério (GLAZER e NIKAIDO, 1995; ROUT et al., 2006; LAVI, et al.,
2006).

Os polissacarideos de origem fungica podem ser extraidos do corpo frutifero,
do micélio e do caldo de cultivo de fungos, atravées de métodos de fracionamento
que envolvem extragBes a quente com &gua, etanol ou acetona (MIZUNO et al.,
1995; OOl e LIU, 2000; ZHANG, et al., 2004a).

Os polimeros do grupo dos glucanos sdo os encontrados em maior
abundéancia dentre os polissacarideos, inclusive nos de origem fangica (KARNEZIZ
et al., 2000).
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2.3.1 Glucanos

O grupo dos glucanos, polimeros formados por moléculas de glicose, inclui a
celulose, o amido, o glicogénio e muitas outras macromoléculas produzidas pelos
seres vivos. Os glucanos mais comumente presentes nos vegetais e microrganismos
sdo aqueles que apresentam diferentes tipos de ligacdes glicosidicas tais como
(1—3), (1—6)-B-glucanos e (1—3)-a-glucanos (OOl e LIU, 1999).

Os B-glucanos estdo presentes na parede celular de alguns vegetais como
aveia, trigo e cevada (CARR, et al., 1990; HENRY, 1987). Algumas propriedades
terapéuticas sdo encontradas nos polissacarideos de origem vegetal, porém os
polissacarideos de origem fungica apresentam superioridade nas varias outras
propriedades tais como atividades antitumoral, imunomodulatéria, antiviral,
antimicrobiana e antiparasitaria (CHEUNG, 1998; FUJIMIYA, et al., 1998; WASSER
e WEISS, 1999).

Os B-glucanos apresentam ainda atividade de reducéo do colesterol (GUNDE-
CIMERMAN e CIMERMAN, 1995), o que reforga seu grande potencial de aplicagéo
na area da saude.

Mizuno (1990), ao fracionar polissacarideos obtidos de Agaricus blazei
(cogumelo do sol) encontrou, entre outros, (1-6) B-D-glucanos com elevada atividade
antitumoral ao realizar testes com ceélulas tumorais de Sarcoma 180 em
camundongos.

Varios trabalhos (IKEKAWA et al. ,1969; CHIAHARA et al., 1970; MORI et al.,
1987; RODRIGUES et al, 2003) tém demonstrado que a administragdo
intraperitoneal de polissacarideos de varias espécies de cogumelos, bem como a
suplementacdo da racdo com 10-30% (p/p) do corpo frutifero pulverizado,
apresentam atividade antitumoral para certos tipos de tumores em camundongos.

Lee et al. (2003) testaram por via oral duas concentragbes de extrato de
Agaricus blazei (100 e 300 mg/Kg de animal) contra Sarcoma 180 em duas
linhagens de ratos (ICR e KSN). Os autores observaram uma redugdo bastante
significativa entre o 17° e 0 24° dia de tratamento, sendo que o melhor resultado foi

obtido com a menor concentragdo do extrato e com a linhagem de rato ICR.
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2.3.1.1 B-glucanos de fungos do género Pleurotus

Fungos do género Pleurotus vém sendo avaliados quanto as suas
composic¢des nutricionais, com elevada concentracdo de carboidratos (57%) e fibras
(14%), e medicinais pela presenca de B-glucanos em sua parede celular (DALLIES,
et al., 1998; ROSADO, et al., 2003), com atividade antitumoral.

Ikekawa et al. (1969) testaram em camundongos Swiss albino, extratos
aquosos obtidos de sete linhagens fangicas, entre as quais Pleurotus ostreatus e
Pleurotus spodoleucus que apresentaram taxas de regressdo de 75,3 e 72,3%,
respectivamente, para Sarcoma 180.

Yoshioka et al. (1985) isolaram B-(1—3)-glucano com cadeias laterais
B-(1—6) do corpo de frutificagdo de Pleurotus ostreatus, o qual mostrou atividade
contra 0 Sarcoma 180 em ratos através de mecanismo imunomodulador.

Os polissacarideos obtidos de alguns basidiomicetos, como Pleurotus
ostreatus, quando testados in vitro com soro de Cavia porcellus, inibiram o
crescimento do Sarcoma 180 (OKUDA, et al., 1972). Também foi observado por
Zhang et al. (2004a) a atividade antitumoral de polissacarideos extraidos de
Pleurotus tuber regiun contra células de Sarcoma 180. No tratamento in vivo
realizado com camundongos machos (BALB) de oito semanas, a concentracdo da
substancia utilizada no tratamento foi de 20mg/kg administrada por 10 dias aos
animais. Para a concentracao inicial de células tumorais de 1x10° cel/camundongo a
atividade antitumoral de Pleurotus tuber regiun variou de a 55,3 a 65,4%.

A atividade antitumoral do polissacarideo “lectina” extraido de Pleurotus
ostreatus, foi comprovada em experimentos realizados em camundongos machos
ICR com inducé&o de células cancerigenas de Sarcoma 180 na concentracdo de
5x10" cel/mL. Os animais foram tratados por 20 dias com o polissacarideo na dose
de 1,5 mg/kg. Os resultados revelaram que o tratamento proporcionou tempo de
sobrevida prolongado, aumento de massa corporal e reducdo tumoral (WANG e
GAO, 2000).

Mizuno (1999) investigou a acao antitumoral das fragcdes de polissacarideos
obtidas do corpo frutifero de treze linhagens de basidiomicetos, dentre elas
Pleurotus sajor-caju e Pleurotus citrinopileatus, em camundongos ICR/SLC, na dose

de 0,2mL/dia durante 10 dias consecutivos. Os resultados demonstraram que houve
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uma inibicdo do tumor Sarcoma 180, de 90,1 e 100%, respectivamente, ao se
utilizar as fragdes obtidas de Pleurotus sajor-caju e Pleurotus citrinopileatus.

Zhuang et al. (1993) testou varias fragcbes de polissacarideos em
camundongos fémeas JCR/SLC, pesando em média 23 a 27 gramas. Foram
inoculados 6x10° células de Sarcoma 180 por mL e esses animais foram tratados
com a substancia teste na concentracdo de 10mg/kg por 10 dias. Os resultados
obtidos com a fragao FllI-2a foi de 100% de redugédo do tumor.

Karacsoyi e Kuniak (1994) isolaram B-D-glucano de Pleurotus ostreatus
(pleuran) e administraram a substancia em camundongos na concentracdo de
10mg/kg, 72 e 24 horas antes da inducao das bactérias Listeria monocytogeneses e
Haemophilus influenzae. Os resultados demonstraram eficacia do tratamento na

promocéo da sobrevivéncia dos animais suscetiveis as infecgdes.



3. METODOLOGIA

3.1 Microrganismo e manutengao

Pleurotus ostreatus DSM 1833 foi utilizado para sintese e extracdo de
polissacarideos em meios solido e liquido. A linhagem foi mantida em meio sdlido
TDA (Trigo-Dextrose-Agar) (FURLAN et al., 1997), sob refrigeracdo a 4°C e os

repiques realizados a cada trés meses.

3.2 Animais e manutencéo

Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas (Mus musculus), de
25+ 5 g, mantidos no laboratoério de Tratamento Crénico da UNIVILLE, com racado e
agua e 12h luz/dia, pelo periodo necessario para o desenvolvimento do experimento
(VERCOSA JUNIOR et al., 2006), a 22°C £ 1. Os animais foram obtidos do Biotério
do Instituto de Tecnologia do Parana — TECPAR.

Todos o0s experimentos realizados neste trabalho foram aprovados pela

Comisséo de Etica em Pesquisa da Univali (Anexo B).

3.3 Células tumorais e manutencao

Com base na literatura foram utilizados Tumor Ascitico de Ehrlich — TAE
(ALMEIDA, 2000; AJITH e JANARDHANAN 2003 e VERCOSA JUNIOR et al., 2006)
e Sarcoma 180 -S180 (ZHUANG et al., 1993; ANDRADE et al., 2004).

As linhagens tumorais foram mantidas por transplantes seriados através de
aplicacdes intraperitoneais semanais com um volume de 0,2 mL de suspenséo

tumoral em camundongos (PAGNO et al., 2006).
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3.4 Inducgéo tumoral

A inducéo tumoral foi realizada intraperitonealmente, inoculando-se 0,2mL de
uma suspensédo tumoral na concentracdo de 25x10°células/mL (MATSUZAKI et al.,
2006 ; PAGNO et al., 2006 e SATO et al. 2005).

3.5 Corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus
3.5.1 Obtencéo dos corpos frutiferos

O in6culo ou “spawn” foi preparado conforme metodologia descrita por
(BONATTI, 2001) consistindo de grdos de trigo colonizados com micélio de
Pleurotus ostreatus DSM 1833.

O substrato, palha de folhas de bananeira, foi triturado em particulas de
2 a5 cm, seco em estufa a 60°C por 1hora e embalado em sacos de rafia (MADAN
et al., 1987). Este material foi imerso em agua por 12 horas e, apos este periodo, foi
drenado por 3 horas. Em seguida, o substrato foi suplementado com 5% de farelo de
arroz (em relagdo a massa de substrato seco), homogeneizado e embalado (1509
de substrato seco por pacote de polipropileno de 25 x 35 cm). Os pacotes foram
fechados com respiro de espuma e fita crepe e autoclavados por 1 hora a 121°C. Em
seguida, foram resfriados e inoculados em cabine de seguranca bioldgica tipo 2,
usando 10% de in6culo (em relacdo & massa de substrato seco), incubados na
auséncia de luz, a 25°C por aproximadamente 20 dias.

ApoGs a colonizacdo do substrato pelo micélio foi realizada a indugédo dos
primérdios através da perfuracdo dos pacotes, com orificios de aproximadamente
0,5 cm e exposicdo destes a luz por um periodo de 12 horas/dia, com umidade
relativa do ar de 90% e temperatura de 30°C, até a formagcéo dos corpos frutiferos.

A frutificacdo foi realizada em camara de cultivo com controle automatico de
iluminagéo, de temperatura e de umidade relativa do ar (Figural).

O ponto de colheita foi definido de forma visual, conforme descrito por Sturion
(1994). Os corpos frutiferos (Figura 2) foram colhidos com bisturi, sendo parte

desidratada a 40°C por 24 horas em estufa com circulacdo de ar forcada, para
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posterior teste da capacidade antitumoral e parte utilizada in natura para extracéo de

compostos bioativos.

Figura 1 — Camara de cultivo com pacotes de substrato colonizado pelo micélio

fungico em fase de indugéo dos primordios.

Figura 2 — Camara de cultivo com pacotes em fase de frutificacao.
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3.5.2 Experimento com corpo frutifero (CF)

3.5.2.1 Preparo do corpo frutifero

O CF desidratado com composi¢do quimica apresentada na Tabela 1 (item
2.2.2), foi triturado junto com a racdo da alimentacdo dos camundongos na
proporcdo 70:30 (g de racdo : g de CF), com aproximadamente 50 mL &gua
destilada, remodelados conforme tamanho original dos pellets da ragéo

convencional e levados a estufa a 40°C por 24 horas.

3.5.2.2 Tratamento com corpo frutifero

A alimentacdo dos animais com a ragédo suplementada com CF foi iniciada

24 horas ap0s a implantacao do tumor e mantida pelo periodo de 15 dias.

3.5.3 Experimento com extrato obtido dos corpos frutiferos in natura (FPI)

3.5.3.1 Extracao dos polissacarideos dos corpos frutiferos in natura

A extragcdo dos polissacarideos de potencial antitumoral a partir dos corpos
frutiferos foi realizada com base nas metodologias propostas por Zhuang et al.
(1993) e Zhang et al. (1994), modificada: 900g de cogumelos in natura, picados,
foram fervidos a 100°C em agua, num copo de Becker de 2000 mL por 4 horas. O
extrato obtido foi separado por filtracdo simples e acrescentado de etanol 96% na
proporcao extrato:etanol igual a 1:5 (v/v). O precipitado formado foi separado e
chamado de FP-I (fracdo de polissacarideo I), sendo dialisado em membrana Sigma
Diagnostics (St. Louis, Mo 63178 USA) por 20 horas, para remover acucares de
baixa massa molar e liofilizado, em um liofilizador Terroni * Fauvel - LT 1000/8, até a

secagem total dos polissacarideos isolados.
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3.5.3.2 Tratamento com extrato obtido dos corpos frutiferos in natura

O tratamento dos animais com FPI foi iniciado 24 horas apos a implantacéo
do tumor e administrado na concentracdo de 1g de FPI liofilizado/L (0,335g de
polissacarideos/L), por via intraperitoneal (ip) e por via intragastrica (ig), na
concentracdo de 10 mg/Kg de massa corporal de animal/dia, durante seis dias. A

dose administrada foi corrigida diariamente de acordo com a massa do animal.

3.6 Caldo de cultivo de Pleurotus ostreatus

3.6.1 Obtencao do caldo de cultivo

Para o cultivo de Pleurotus ostreatus em meio liquido foram utilizados frascos
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio POL (MAZIERO et al., 1999): 5,0
g de (NH4)2SO4; 0,2 g de MgSO,4. 7H,0; 1,0 g de K;HPOy4; 2,0 g de extrato de
levedura; 1,0 g de peptona; 20g de glicose; agua destilada qsp 1,0 L; pH 6,5 a 7,0.
Apbs esterilizacdo a 121°C por 15 minutos, os frascos foram resfriados e inoculados
com 2 discos de agar de 13+1 mm de diametro colonizados pelo micélio fungico,
incubados em agitador Certomat B. Braum (Figura 3) com movimento reciproco (120
min 1), a 30°C por um periodo de 14 dias, conforme metodologia descrita por
Wisbeck et al. (2002).
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Figura 3 — Agitador contendo frascos Erlenmeyer para cultivo submerso de

Pleurotus ostreatus.

3.6.2 Experimento com caldo de cultivo in natura (CCIN)
3.6.2.1 Preparo do caldo de cultivo in natura

O caldo de cultivo in natura foi filtrado em papel de filtro Whatmann n°l para
separacdo da biomassa, sendo armazenado em refrigerador a 4°C por, no maximo,

dois dias antes do inicio do tratamento.
3.6.2.2 Tratamento com caldo de cultivo in natura

O tratamento dos animais com o CCIN numa concentracdo de
polissacarideos igual a 0,25 g/L, foi iniciado 24 horas apés o implante tumoral e
administrado por via intraperitoneal (ip) e por via intragastrica (ig), na concentragéo
de 10 mL/Kg de massa corporal de animal/dia (ZHUANG et al., 1993), durante seis
dias. A dose administrada foi corrigida diariamente de acordo com a massa do

animal.
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3.6.3 Experimento com extrato do caldo de cultivo (ECC)

3.6.3.1 Extracdo dos polissacarideos do caldo de cultivo

O caldo de cultivo, apds a separacdo da biomassa, foi tratado com acetona
resfriada a 8°C, na proporcao acetona: caldo de 3:1 (v/v) (MAZIERO, 1996). Apos 24
horas sob refrigeracé@o a 4°C, para precipitacao dos polissacarideos extracelulares, a
amostra foi centrifugada a 4500xg por 5 minutos e lavada duas vezes com uma
solugdo acetona:alcool:dgua destilada, na proporcdo 3:1:1 (v/v/iv) (CAVAZZONI e
ADAMI, 1992). O extrato obtido do caldo de cultivo (ECC) foi liofilizado em um
liofilizador Terroni * Fauvel - LT 1000/8 até a secagem total dos polissacarideos

isolados.

3.6.3.2 Tratamento com extrato do caldo de cultivo

O tratamento dos animais com ECC foi iniciado 24 horas apos o implante
tumoral e administrado por via intraperitoneal (ip) na concentracdo 1g de liofilizado
de ECC/L (0,13g de polissacarideos/L) na concentracdo de 10 mg/Kg de massa
corporal de animal/dia, pelo periodo de seis dias. A dose administrada foi corrigida

diariamente de acordo com a massa do animal.

3.7 Planejamento dos experimentos

Todos os tratamentos realizados neste trabalho foram conduzidos com as
duas linhagens tumorais (S180 e TAE) e iniciados 24h ap6s a inducéo tumoral. Os
tratamentos basearam-se nas metodologias de Zhuang et al. (1993), Mizuno et al.
(1995), Leung et al. (1997) e Sato et al. (2005) modificadas. Todos os testes, a
excecao do tratamento com corpos frutiferos, foram conduzidos por seis dias, sendo
gue no sétimo dia os animais foram sacrificados (MIZUNO et al., 1995; LEUNG et
al., 1997 e SATO et al.,, 2005) e foi realizada a contagem de células tumorais no
liqguido ascitico (MIZUNO et al.,1995 e SATO et al.,, 2005). O tratamento com

corpos frutiferos foi conduzido por 15 dias.
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A figura 4 apresenta, de forma esquematica, o planejamento e a distribui¢cao

dos experimentos realizados.

Pleuroius ostrecdis

‘ Caldo de Cultive com biomassa |

| Corpos Frutiferos In natura
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Figura 4 — Esquema de extracdo e administragcdo das substancias ragao/corpo
frutifero (Racao/CF), fracéo polissacarideo - | (FPI), caldo de cultivo in natura (CCIN)
e extrato de caldo de cultivo (ECC), para avaliagdo da atividade antitumoral por via
oral, via intraperitoneal (ip) e via intragastrica (ig) em animais inoculados com células
tumorais de Sarcoma 180 (S180) e Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE).

3.7.1 Composicao dos grupos para realizagdo dos experimentos

Os grupos de animais utilizados neste trabalho foram divididos em controle
negativo, controle tumor, controle substancia e experimentais. Os animais foram

classificados por grupos e distribuidos nas respectivas gaiolas.
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3.7.1.1 Grupos tratados por via oral (alimentagéo)

Os grupos tratados por via oral (alimentag&o) foram divididos da seguinte forma:

1° grupo: controle negativo, 3 camundongos sem tumor recebendo somente
racao.

2° grupo: controle tumor TAE, 3 camundongos com tumor, recebendo
somente ragao.

3° grupo: controle tumor S180, 3 camundongos com tumor, recebendo
somente racao.

4° grupo: controle substancia com 3 camundongos sem tumor, tratados com o
composto racao/CF.

5° grupo: experimental com 5 camundongos com tumor TAE, tratados com o
composto racao/CF.

6° grupo: experimental com 5 camundongos com tumor S180, tratados com o

composto racao/CF.

3.7.1.2 Grupos tratados por via intraperitoneal (ip)

Os grupos tratados com FPI, CCIN e ECC foram divididos da seguinte forma:

1° grupo: controle negativo (ip), 6 camundongos sem tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

2° grupo: controle tumor TAE (ip), 6 camundongos com tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

3° grupo: controle tumor S180 (ip), 6 camundongos com tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

4° grupo: controle substancia (ip), 6 camundongos sem tumor, recebendo FPI.
5° grupo: controle substancia (ip), 6 camundongos sem tumor, recebendo
CCIN.

6° grupo: controle substancia (ip), 6 camundongos sem tumor, recebendo
ECC.

7° grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com
tumor TAE, recebendo FPI, por via (ip).



e 8°grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com tumor

S180, recebendo FPI por via (ip).

e 8° grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com

tumor TAE, recebendo CCIN por via (ip).

e 9°grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com tumor
S180, recebendo CCIN por via (ip).

e 10° grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com

tumor TAE, recebendo ECC por via (ip).

e 1l1°grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com

tumor S180, recebendo ECC por via (ip).

3.7.1.3 Grupos tratados por via intragastrica (ig)

Os grupos tratados com FPI e CCIN foram divididos da seguinte forma:

1° grupo: controle negativo (ig), 6 camundongos sem tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

2° grupo: controle tumor TAE (ig), 6 camundongos com tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

3° grupo: controle tumor S180 (ig), 6 camundongos com tumor, recebendo
veiculo (PBS 0,01M).

4° grupo: controle substancia (ig), 6 camundongos sem tumor, recebendo
FPI.

5° grupo: controle substancia (ig), 6 camundongos sem tumor, recebendo
CCIN.

6° grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com
tumor TAE, recebendo FPI, por via (ig).

7°grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com
tumor S180, recebendo FPI por via (ig).

8° grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com
tumor TAE, recebendo CCIN por via (ig).

9°grupo: grupo experimental com 3 sub-grupos de 6 camundongos com
tumor S180, recebendo CCIN por via (ig).



3.8 Métodos analiticos

3.8.1 Determinacdo do namero de células tumorais

Para contagem do numero de células tumorais presentes no liquido ascitico,
uma aliquota de 20 pL da suspenséo celular foi adicionada a 200 uL de PBS 0,01M
(8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 0,12 g KH,PO,4, 0,91 g NazHPO,4, 1000 mL de &gua
destilada em pH 7,2) mais 180 pL de corante azul de tripan (0,1 ml a 0,2%) para
fixac@o e coloragdo das células. A contagem de células foi realizada em microscépio

optico utilizando camara de Neubauer (PAGNO et al.,2006).

Para obtencdo de imagens das células a partir da cAmara de Neubauer, foi
acoplado ao microscopio Opitico com objetivas de aumento 100x, cAmara de video
MAROTEC, camara: SONY, Modelo: Hyper HAD.

3.8.2 Avaliacdo da massa corporal dos animais

O massa corporal dos animais foi determinada antes do implante tumoral e
diariamente até o final do experimento, utilizando uma balanga semi analitica Mettler
Toledo PS7.

3.8.3 Determinacéo do volume do liquido ascitico

Para a determinacdo do volume de liquido ascitico foi inserido na cavidade
peritoneal 4 mL de PBS 0,01M, posteriormente descontados do volume total de
liquido. Realizou-se uma breve massagem no peritbneo do animal e, em seguida,
aspirou-se o liquido por meio de uma seringa de 5 mL e este foi transferido para um
tubo Falcon de 15 mL para medida do volume total (MATSUZAKI et al.,, 2003 e
PAGNO et al.,2006).
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3.8.4 Analise da concentragao de polissacarideos

3.8.4.1 No caldo de cultivo in natura (CCIN)

Uma aliquota do caldo de cultivo (20 mL), apds separacdo da biomassa, foi
tratada com acetona na proporcdo acetona:caldo igual a 3:1 (v/v), e ap0s 24h sob
refrigeracdo a 4°C, para precipitacdo do polissacarideo, as amostras foram
centrifugadas (4000xg por 10min), lavadas duas vezes com uma solucdo de
acetona:etanol:dgua destilada, na propor¢do 3:1:1 (v/v/iv) (CAVAZZONI e ADAMI,
1992). As amostras foram ressuspendidas ao volume original (20mL) pela adicdo de
solucdo de acido sulfurico diluido. A concentracdo de acglcares redutores totais
(ART) presentes no CCIN foi entdo determinada indiretamente pelo método
colorimétrico fenol-sulfarico (DUBOIS, 1956).

3.8.4.2 Nas fracdes FPl e ECC

Pesou-se 2 mg de cada amostra (FPlI ou ECC) em um tubos de ensaio e
acrescentou-se 1 mL de agua destilada e 1 mL da &cido sulfdrico concentrado em
cada tubo para solubilizacdo. Apds completa dissolucéo, adicionou-se 8 mL de agua
destilada para completar um volume final de 10 mL, ou seja, concentracgdo final de
0,2 mg/mL ou 0,2 g de extrato liofilizado/L. A concentracdo de acgUcares redutores
totais (ART) presentes no FPI e no ECC foi entdo determinada indiretamente pelo
método colorimétrico fenol-sulfarico (DUBOIS, 1956).

Uma curva de calibracédo “tipo” utilizada para os célculos de concentracdo de

polissacarideos pelo método de Dubois (1956) esta apresentada no Anexo A.

3.8.5 Andlise Estatistica

Com excecdo dos dados relacionados a cinética da variagdo da massa
corporal dos animais com o tempo, todos os demais dados obtidos foram analisados
por meio do teste estatistico para rejeicdo de valores desviantes, denominado Teste
‘Q de Dixon (rip), com nivel de confiangca de 95% (RORABACHER, 1991). Os
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resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de valores médios,

atraves do Teste F com nivel de significancia de 5% (p<0,05).



4. RESULTADOS

4.1. Estudo da capacidade antitumoral de Pleurotus ostreatus sobre Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE)

4.1.1 Tratamento com corpo frutifero (CF)

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos para o tumor TAE, em animais
tratados por via oral, com racdo/corpo frutifero in natura de Pleurotus ostreatus
(racdo/CF). A tabela mostra também os resultados obtidos para os grupos controle
negativo (sem inducdo tumoral e sem tratamento), controle substancia (sem indugéo

tumoral e com tratamento) e controle tumor (com inducdo tumoral e sem tratamento)

Tabela 2: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células de TAE no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via oral) dos animais com rac¢ao/corpo frutifero (racdo/CF).

Ganho de Voll,Jme liquido N° células
GRUPO a?ssa corporal ?nsqcl,_l)'uco E?(To%ri:ssllmL)
Controle negativo * 18,6+0,4 - -
Controle tumor * 28,5%2,2 12,3 £0,7 800+25
Grupo experimental * 2,3£1,2 5,75£1,2 395186
Controle substancia * 16,7+0,4 - -

* Valor médio + erro padrao

A figura 5 apresenta os perfis de evolugdo da massa corporal dos animais em
funcdo do tempo para os tratamentos do TAE por alimentacdo com ragdo/corpo
frutifero (racdo/CF).
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Figura 5 - Variagdo da massa corporal (g) dos animais em fung¢éo do tempo para o

tratamento do TAE por alimentacdo com ragdo/corpo frutifero (racao/CF).

De acordo com os dados da tabela 2, analisando a diferenca de volume de
liquido ascitico entre os grupos, observa-se que este volume é menor nos animais
em tratamento. Considerando-se os valores médios, a reducdo do numero de
células tumorais do grupo experimental foi de 59% em relagé&o ao controle tumor. No
entanto, se considerarmos o erro padrdo, este valor cai para 38% e representa a
reducdo tumoral minima a ser admitida para este experimento.

Comparando a massa corporal (figura 5) do grupo experimental com os
demais grupos, constata-se que ocorreu uma diferenca consideravel, sendo que o

grupo experimental obteve pouco ganho de massa corporal.

4.1.2 Tratamento com extrato de corpo frutifero in natura (FPI)

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos para o tumor TAE, em animais
tratados por via intraperitoneal (ip) e intragastrica (ig), com a substancia teste FPI
(extrato de corpos frutiferos in natura de Pleurotus ostreatus). A tabela mostra
também os resultados obtidos para os grupos controle negativo (sem inducéo
tumoral e sem tratamento), controle substancia (sem indugdo tumoral e com

tratamento) e controle tumor (com indugéo tumoral e sem tratamento).
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Tabela 3: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células de TAE no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via intraperitoneal e via intragéstrica) dos animais com extrato do corpo

frutifero in natura (FPI).

Ganho de Volume liquido 0 s .
| oy N° células tumorais
GRUPO massa corporal  ascitico (x10° cel/mL)
Q) (mL)
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip* 13,0+0,1 1,5+1,0 575+100
Experimental ip** 2,1+0,4 1,8+0,3 167124
Controle substancia ip* 7,3+0,8 - -
Controle negativo ig* 11,7+0,6 - -
Controle tumor ig* 10,7+0,9 2,3+0,6 546+64
Experimental ig** 14,2+0,6 5,0£0,7 551458
Controle substancia ig*  9,1+0,3 - -

*Valor médio * erro padréao

** VValor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padrao

As figuras 6 e 7 apresentam os perfis de evolugdo da massa corporal dos

animais em fungéo do tempo para os tratamentos ip e ig, respectivamente.

Massa corporal (g)

—e— Grupo experimental ip
—&— Controle tumor ip

—a— Controle substancia ip

2 3 4

Tempo (dias)

5 6 7

Figura 6 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos

experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento do TAE por via ip, utilizando

extrato do corpo frutifero in natura (FPI).
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Figura 7 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento do TAE por via ig, utilizando

extrato do corpo frutifero in natura (FPI).

Ao analisar os dados da tabela 3, observa-se que o grupo experimental ig,
controle substancia, controles tumor ip e ig alcancaram os maiores ganhos de
massa corporal quando comparados ao grupo experimental ip. No que diz respeito
ao volume de liquido ascitico, o grupo experimental ig apresentou maior valor em
relacdo aos demais grupos. Levando-se em consideracdo os valores médios, o
grupo experimental ip apresentou 71% menos células tumorais em relagdo ao
controle (o valor minimo, considerando o erro padrdo é de cerca de 60%), enquanto
gue a via de administracao ig ndo apresentou qualquer reducéo.

Analisando-se a figura 6 observa-se que o perfil de variagdo de massa
corporal dos animais tratados por via ip, assemelha-se, a partir do 4° dia de
tratamento, ao do grupo saudéavel (controle substancia). Este fato ndo foi observado
na figura 7, quando o tratamento ig foi utilizado, pois todos os grupos ganharam
massa corporal ao longo do tempo de tratamento, atingindo valores finais
semelhantes. Conclui-se, portanto, que no tratamento com FPI, o ganho de massa
corporal do grupo experimental ig esta diretamente associado ao crescimento do
tumor, que atingiu, apés o tratamento 551+58 x 10° cel/mL contra 167+24 x 10°

cel/mL do grupo experimental ip.
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4.1.3 Tratamento com caldo de cultivo in natura (CCIN)

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos para os tratamentos do TAE em
animais, realizados com caldo de cultivo in natura de Pleurotus ostreatus, assim

como de seus respectivos grupos controle.

Tabela 4: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritdbneo (mL)
e nimero de células de TAE no liquido ascitico (x10° cel/mL) ap6s seis dias de
tratamento (via intraperitoneal e via intragastrica) dos animais com caldo de cultivo
in natura (CCIN).

Ganho de Lo
Volume liquido . :
massa ascitico N° células tumorais
GRUPOS corporal (x10° cel/mL)
(@) (mb)
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip* 14,211 ,4 5,7+£0,7 680x+115
Experimental ip** 3,05+0,7 3,8+0,4 206128
Controle substancia ip* 11,7+0,7 - -
Controle negativo ig* 11,7+0,6 - -
Controle tumor ig* 15,1+0,6 5,4+1,4 422+63
Experimental ig** 15,6+0,7 5,4+0,6 558+64
Controle substancia ig* 11,6+0,6 - -

*Valor médio * erro padréao

** VValor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padrao

As figuras 8 e 9 apresentam os perfis de evolugdo da massa corporal dos

animais em funcdo do tempo para os tratamentos ip e ig, respectivamente.
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Figura 8 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento de TAE por via ip utilizando

caldo de cultivo in natura (CCIN).

—e— Grupo experimental ig
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Figura 9 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcéo do tempo para o tratamento de TAE por via ig utilizando

caldo de cultivo in natura (CCIN).

Conforme os dados apresentados na tabela 4, o grupo tratado por via
intraperitoneal evidenciou o menor ganho de massa corporal quando comparado aos
outros grupos. No volume de liquido ascitico foi observado que o grupo experimental
ip apresentou menor volume quando comparado aos grupos controles tumor ip, ig e
experimental ig. Ao ser analisado o numero de células tumorais do grupo
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experimental tratado por via ip, verificou-se uma reducao média de 70% no numero
de células tumorais em relagdo ao grupo controle tumor ip (com redu¢éo minima de
59%). Novamente, o tratamento do TAE por via ig ndo se mostrou eficaz.

Os resultados obtidos para o tratamento realizado com caldo de cultivo
in natura (CCIN) revelam que o grupo experimental ip (figura 8) teve um menor
ganho de massa corporal ao longo do tempo em comparacao aos grupos controles,
enquanto que no grupo experimental ig (figura 9) a evolugdo da massa corporal dos
animais é similar para 0os grupos experimentais e grupos controles. Da mesma
forma, o menor ganho de massa corporal apresentado pelo grupo experimental ip

esta relacionado ao menor volume de células tumorais no liquido ascitico.

4.1.4 Tratamento com extrato de caldo de cultivo (ECC)

Considerando-se o0s resultados obtidos nos testes anteriores para o
tratamento do TAE por via ig, este tratamento ndo foi avaliado para o extrato de
caldo de cultivo (ECC).

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos para o tratamento do TAE em
animais, realizado com (ECC) de Pleurotus ostreatus, assim como de seus

respectivos testes controle.

Tabela 5: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células de TAE no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via intraperitoneal) dos animais com extrato de caldo de cultivo (ECC).

Ganho de Lo
Volume liquido 0 s .
massa ascitico N° células tumorais
GRUPO corporal (x10° cel/mL)
(@) (mb)
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip* 12,9+0,9 11,0+£0,8 353144
Experimental ip** 9,0+0,8 6,75%0,6 84112
Controle substancia ip* 12,9+0,8 - -

* Valor médio + erro padrédo

** Valor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padréo



A figura 10 mostra a variacdo de massa corporal (g) dos animais em funcéo
do tempo para o tratamento de TAE por via ip utilizando extrato de caldo de cultivo
(ECC).

25

—e— Grupo experimental ip

Massa corporal (g)
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Figura 10 - Variagdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcéo do tempo para o tratamento do TAE por via ip utilizando

extrato de caldo de cultivo (ECC).

A tabela 5 mostra pouca diferenca no ganho de massa corporal entre os
grupos, porém nota-se diferenca significativa entre volume de liquido ascitico e
também no numero de células no liquido ascitico. Atingiu-se uma reduc¢do tumoral
média de 76% e uma reducao minima de 69%.

Conforme a figura 10, os perfis de variagdo de massa corporal dos animais
em funcgéo do tempo para o tratamento do TAE por via ip utilizando extrato de caldo

de cultivo (ECC) é muito similar aos respectivos controles.
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4.2 Estudo da capacidade antitumoral de Pleurotus ostreatus sobre Sarcoma
180 (S180)

4.2.1 Tratamento com corpo frutifero (CF)

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos para o tumor S180, em animais
tratados por via oral, com a substancia racao/corpo frutifero de Pleurotus ostreatus
(racdo/CF). A tabela mostra também os resultados obtidos para os grupos controle
negativo (sem indugao tumoral e sem tratamento), controle substancia (sem indugéo
tumoral e tratado com a substancia teste) e controle tumor (com inducéo tumoral e

sem tratamento).

Tabela 6: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células de S180 no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via oral) dos animais com racao/corpo frutifero (racdo/CF).

Ganho de

massa | Voumellaude ¥ céuas
GRUPO fg)rpora' (mL) (x10° cel/imL)
Controle negativo * 18,6+0,4 - -
Controle tumor * 22,3+0,05 18,3 +0,9 925+29
Grupo experimental * 7,2+1,0 9,0+0,4 340+38
Controle substancia * 16,7+0,4 - -

* Valor médio * erro padréo

A figura 11 apresenta a variagdo da massa corporal (g) dos animais em
funcéo do tempo para o tratamento do S180 por alimentagédo com ragao/corpo

frutifero (racao/CF).
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Figura 11 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais em funcédo do tempo para o

tratamento do S180 por alimentacdo com ragao/corpo frutifero (racdo/CF).

Os resultados obtidos para o tratamento realizado com racao/CF revelam que
0 grupo experimental teve um menor ganho de massa corporal ao longo do tempo
em comparacao aos controles. Levando em consideracdo o erro padrdo, o volume
de liquido ascitico e o numero de células tumorais sdo 46% e 58% inferiores,
respectivamente, os valores observados no grupo controle tumor. Ja a reducao

média do nimero de células tumorais foi de 63%.

4.2.2 Tratamento com extrato de corpo frutifero in natura (FPI)

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos para o tratamento do Sarcoma 180
(S180) em animais, via ip e ig e seus respectivos controles, utilizando-se extrato de

corpo frutifero (FPI).
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Tabela 7: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células do S180 no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via intraperitoneal e via intragastrica) dos animais com extrato de corpo
frutifero in natura (FPI).

Ganho de
massa Volume liquido ascitico N° células tumorais
GRUPO corporal (mL) (x10° cel/mL)
@)
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip* 15,7+1,2 4,0+0,0 618195
Experimental ip** 6,7£0,7 2,3:0,4 150+27

Controle substancia ip* 7,3+0,8 - -
Controle negativo ig* 11,7+0,6 - -
Controle tumor ig* 15,2+0,8 5,5+0,6 311+27
Experimental ig** 14,7+0,8 3,0+0,4 327+35

Controle substancia ig*  9,1+0,3 - -

* Valor médio * erro padréo
** VValor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padrao

As Figuras 12 e 13 mostram a variacdo da massa corporal dos animais em

funcéo do tempo para os tratamentos ip e ig, respectivamente.
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Figura 12 - Variagdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento do S180 por via ip, utilizando

extrato de corpo frutifero in natura (FPI).
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Figura 13 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento do S180 por via ig, utilizando

extrato de corpo frutifero in natura (FPI).

Observa-se, com base nos resultados reportados na Tabela 7, que o grupo
experimental ip e controle substancia ip foram os que menores ganhos de massa
corporal apresentaram. O volume de liquido ascitico apresentou diferencas
significativas entre todos os grupos analisados. O grupo experimental ip apresentou
um numero meédio de células tumorais 76% inferior ao numero apresentado pelo
respectivo grupo controle tumor, enquanto que o tratamento intragastrico nao foi
eficaz, apresentando o mesmo numero de células tumorais do controle tumor. Ao se
considerar nos célculos os valores dos erros padrfes, pode-se afirmar que a
redugcdo minima no numero de células tumorais que se poderia obter por este
tratamento seria de 66%.

A figura 12 mostra que 0 grupo experimental e controle substancia
apresentaram perfis idénticos de evolucdo da massa corporal com o tempo, com
valores inferiores aos do grupo controle tumor a partir do 4° dia de tratamento.

Apesar da diferenca inicial na massa corporal dos animais dos diferentes
grupos (figura 13), observa-se que 0s grupos atingiram valores muito similares de

massa corporal ao final do experimento.
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4.2.3 Tratamento com caldo de cultivo in natura (CCIN)

A tabela 8 relata os resultados obtidos para o tratamento do Sarcoma 180 em
animais (S180) por via intraperitoneal (ip) e via intragastrica (ig) e seus respectivos

controles, utilizando caldo de cultivo in natura.

Tabela 8: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células do S180 no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via intraperitoneal e via intragastrica) dos animais com caldo de cultivo in
natura (CCIN).

Ganho de
massa Volume liquido ascitico N° células tumorais
GRUPO corporal (mL) (x10° cel/mL)
).
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip * 16,5+0,9 6,2+0,7 424492
Experimental ip** 7,7£0,7 5,0+0,2 58+8,0

Controle substancia ip* 7,3+0,8 - -
Controle negativo ig* 11,7+0,6 - -
Controle tumor ig* 20,6£1,35 6,5+0,7 521+68
Experimental ig** 14,9+1,4 7,2+£0,5 431+49

Controle substancia ig* 9,1+0,3 - -

* Valor médio + erro padréo

** VValor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padrao

A figura 14 e 15 mostram a variacdo da massa corporal (g) dos animais em
funcdo do tempo para os tratamentos do S180 por via ip e ig. Respectivamente,

utilizando caldo de cultivo in natura (CCIN).
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Figura 14 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento do S180 por via ip, utilizando

caldo de cultivo in natura (CCIN).
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Figura 15 - Variagdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o experimento com S180 por via ig,

utilizando caldo de cultivo in natura (CCIN).

A tabela 8 indica que h& diferenca no ganho de massa corporal entre os
diferentes grupos. Nota-se que 0 grupo tratamento ip apresentou uma reducao
média de aproximadamente 86% no numero de células tumorais em relagdo ao seu
controle (reducdo minima de 80%), enquanto que o tratamento ig ndo apresentou

reducao tumoral.
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Analisando-se a figura 14 observa-se que ao longo do tempo de tratamento, o
ganho de massa corporal dos animais do grupo tratamento ip foi muito pequeno.
Porém, o mesmo nédo foi observado no tratamento ig (figura 15), pois todos os
grupos ganharam massa corporal ao longo do tempo, atingindo massas corporais
finais semelhantes. Observa-se ainda que os perfis de evolugdo da massa corporal

dos diferentes grupos ig com o tempo sdo semelhantes.
4.2.4 Tratamento com extrato de caldo de cultivo (ECC)

Conforme reportado anteriormente para o TAE, em funcdo dos resultados
obtidos com administracdo por via ig ndo serem satisfatérios, esta via ndo foi
avaliada para o extrato de caldo de cultivo sobre o S180.

A tabela 9 mostra o ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico
no peritdneo (mL) e nimero de células tumorais no liquido ascitico (x10° cel/mL) em

experimento com S180 e tratamento em animais (via intraperitoneal) com ECC.

Tabela 9: Ganho da massa corporal (g), volume de liquido ascitico no peritbneo (mL)
e nimero de células do S180 no liquido ascitico (x10° cel/mL) apés seis dias de
tratamento (via intraperitoneal) dos animais com extrato de caldo de cultivo (ECC).

Ganho de o
Volume liquido . .
massa ascitico N° células tumorais
GRUPO corporal (x10° cel/mL)
(mL)
Q)
Controle negativo ip* 10,6+0,5 - -
Controle tumor ip* 11,7+0,6 10,0+£1,4 408+38,5
Experimental ip** 9,4+0,7 7,2+0,6 116+15,0
Controle substancia ip* 12,9+0,8 - -

* Valor médio + erro padréo

** VValor médio entre os 3 sub-grupos experimentais + erro padrao

A figura 16 apresenta a variacdo da massa corporal (g) dos animais em
funcdo do tempo para o tratamento de S180 por via ip utilizando extrato de caldo de
cultivo (ECC).
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Figura 16 - Variacdo da massa corporal (g) dos animais (média dos 3 sub-grupos
experimentais) em funcdo do tempo para o tratamento de S180 por via ip utilizando
extrato de caldo de cultivo (ECC).

Nota-se que a diferenca entre o grupo experimental e o grupo controle tumor
em relagdo ao numero médio de células tumorais foi de 72%, sendo a reducgéo
minima possivel igual a 65%.

Conforme a figura 16, o perfil de evolugdo da massa corporal dos animais em

funcdo do tempo € similar para todos os grupos testados.



5 DISCUSSAO

5.1 Variagao de massa corporal

A analise da massa corporal dos animais foi um monitoramento aplicado em
todos os experimentos, uma vez que segundo Benjamini et al. (2002), o sistema
imunologico, quando ativado, gera uma perda de massa corporal decorrente da
energia gasta para a producao de células de defesa.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram evidenciar que o0s
tratamentos que proporcionaram elevados percentuais de reducdo do numero de
células tumorais (via oral e, principalmente via ip), provavelmente devido a uma
melhor ativacdo do sistema imunoldgico, foram aqueles que levaram a menores
ganhos de massa corporal, validando assim, a afirmacao feita por Benjamini et al.
(2002), uma vez que a massa relativa ao tumor esta incluida na massa corporal.

Benkovic et al. (2007) estudaram a capacidade antitumoral de Irinotecan,
associado ou ndo ao derivado de propolis soluvel em agua (WSDP), ao derivado de
prépolis etandlico (EEP), e a compostos polifendlicos (Quercetin e Naringin), contra
o Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) inoculados intraperitonealmente na concentracao
de 1x10° células/animal. Cada grupo era composto por 9 camundongos (Swiss
albino) e, ao longo do experimento, foi avaliado o nivel de sobrevida. Dos animais
tratados com Irinotecan/WSDP e Irinotecan/EEP, quatro sobreviveram por mais de
50 dias, sendo que no grupo dos animais controle, inoculados com o tumor e sem
tratamento, ndo houve sobrevida, bem como nos grupos tratados apenas com
compostos polifendlicos.

Neste trabalho, os autores usaram a massa corporal como medida da

proliferac@o das células tumorais na cavidade peritoneal.



5.2 Variacdo do volume de liquido ascitico

Em observagbes experimentais realizadas por Saad-Hossne e colaboradores
(2003), uma solucdo composta por fenol, acido acético e glicerina, testada sobre o
tumor ascitico de Ehrlich (TAE), em um modelo experimental com camundongos,
reduziu o nimero de células tumorais, elevou o numero de células inflamatodrias em
suspensao no liquido ascitico e, para 0os animais sem tumor, determinou o influxo de
células em suspensado na cavidade peritoneal. O crescimento tumoral foi avaliado
pela determinacdo do volume de liquido ascitico. Esta producdo pode ser
ocasionada pelo estimulo da defesa imune, o que ndo necessariamente indica
regresséo das células cancerigenas.

Efetivamente, com base nos resultados obtidos neste trabalho, ndo foi
evidenciada uma relacdo precisa entre o volume de liquido ascitico e a diminui¢éo
do numero de células tumorais. No entanto, p6de-se constatar que 0S grupos
tratados por via oral e ip independentemente da substancia testada, que
apresentaram resultados promissores quanto a inibicdo tumoral, foram os que
apresentaram também menores volume de liquido ascitico, comparativamente ao

respectivo grupo controle tumor e aos grupos controle tumor e experimental ig.

5.3 Variagdo do numero de células tumorais

O numero de células tumorais neste trabalho foi determinado pela contagem
em Céamara de Neubauer, conforme descrito no item 3.8.1. A figura 18 mostra as
fotografias ao microscopio Optico com dispositivo com amostras do liquido ascitico
de animais dos grupos controle substancia (A), controle tumor (B) e experimental (C)

para um mesmo experimento, deixando clara diferenga entre os grupos.
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A) B)

Figura 17 — Células tumorais na camara de Neubauer dos grupos controle
substancia (A), controle tumor (B) e grupo experimental (C). Aumento de 100x ao

microscoépio.

A tabela 10 apresenta um resumo dos principais resultados obtidos neste
trabalho para o TAE e o S180. Os percentuais de reducdo tumoral sdo apresentados
em termos médios e minimos. O primeiro a fim de facilitar a comparagédo destes
resultados com os descritos na literatura e o segundo a fim de se ter a maxima

confiabilidade nos resultados aqui publicados.
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Tabela 10 — Percentual médio e minimo de inibicdo dos tumores (TAE e S180) pelas
substancias corpo frutifero (CF) administrada por via oral e extrato do corpo frutifero
in natura (FPI), caldo de cultivo in natura (CCIN) e extrato de caldo de cultivo (ECC),
administradas por via ip.

TRATAMENTO TAE S180
Reducéo Reducéo Reducéao Reducéao
tumoral média tumoral tumoral média tumoral
(%) minima (%) (%) minima (%)

CF oral 51 38 63 58

FPlip 71 60 76 66

CCINip 70 59 86 80

ECCip 76 69 72 65

Analisando os resultados obtidos neste trabalho para a atividade antitumoral
de Pleurotus ostreatus testada em camundongos Swiss albinos de
aproximadamente 25 g, com inducéo intraperitoneal de Tumor Ascitico de Ehrlich
(TAE), conclui-se que tanto o tratamento via oral com racdo/CF, como o0s
tratamentos via intraperitoneal com FPI, CCIN e ECC de Pleurotus ostreatus levaram
a resultados promissores, sendo que o maior percentual de reducdo tumoral (76%)
foi obtido com o extrato de caldo de cultivo (ECC). Os tratamentos realizados por via
intragastrica ndo demonstraram eficacia na redugdo tumoral.

Segundo Almeida (2000), o tratamento via oral utilizando extrato de Casearia
sylvestris apresentou dificuldade no controle de TAE. Apesar disso, alguns
tratamentos foram capazes de reduzir o acumulo de fluido ascitico e o numero de
células tumorais até o 11° dia. A partir deste dia, o tratamento ndo foi capaz de
conter o desenvolvimento do tumor ascitico, promovendo o crescimento tumoral.

Ajith e Janardhanan (2003) testaram a atividade antitumoral de extratos de
Phellinus rimosus obtidos a partir de trés métodos de extracdo, sendo que o melhor
resultado foi obtido da fracdo extraida com acetato de etila. A administracédo diaria
de 50mg/kg em camundongos albinos Swiss machos contra uma concentragdo de
células de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) de 1x 10°cel/mL, proporcionou reducéo
de 96% das células tumorais, resultado maior ao obtido neste trabalho com os

tratamentos ip, independentemente da substancia teste.
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Pagno et al. (2006), em estudos com TAE, verificaram o potencial antitumoral
de Vernonia scorpioides em ratos machos Swiss de oito semanas, por um periodo
de 7 dias. Os animais foram inoculados intraperitonealmente com células de TAE na
concentracdo 5x10° células/animal. Foram avaliados tanto tratamento ig quanto ip, e,
conforme observado também neste trabalho, os resultados obtidos ndo foram
satisfatorios para o tratamento ig. No entanto houve reducdo de 100% do numero de
células e do volume ascitico dos animais tratados por via ip.

As andlises dos resultados obtidos neste trabalho para o S180 revelam que,
conforme observado para o TAE, o tratamento intraperitoneal também mostrou-se
mais eficaz. Ikekawa et al. (1969) testaram intraperitonealmente extratos aquosos de
sete linhagens de fungos contra Sarcoma 180 implantado em camundongos.
Pleurotus ostreatus e Pleurotus spodoleucus apresentaram taxas de regressao do
tumor de 75,3 e 72,3% respectivamente. Estes valores sdo similares aos obtidos
neste trabalho para tratamento com FPI e ECC por via ip e inferiores aos
observados com CCIN (86%).

Zhang e colaboradores (2004a) isolaram fragbes, a quente (Mh e Sh) e por
sonicacao (Ms, Ss ), do micélio e do corpo frutifero de Pleurotus tuber regiun. Para
o teste in vivo foram utilizados ratos fémeas (BALB), de oito semanas, inoculados 24
horas antes do tratamento com células tumorais de Sarcoma 180 na concentragéo
1x10° células/rato e para o teste in vitro foi utilizado uma cultura de células de HL-60
(leucemia) na concentracdo 1x10° células/mL. O tratamento intrapenitoneal in vivo
foi administrado por 10 dias (20mg/kg), j& o tratamento in vitro foi mantido a 37°C por
72 horas com fragbes em diferentes concentra¢des (50, 100 e 200 pg/mL) em PBS.
Os melhores resultados foram obtidos com as fracdes extraidas a quente (Mh e Sh),
sendo que o tratamento in vivo proporcionou 65,4% de reducéo tumoral pela fracdo
Mh e 55,3% pela fragdo Sh. O melhor resultado in vitro demonstrou 83% de reducéo
tumoral com Mh na concentragdo de 200 pg/mL, valor obtido neste trabalho em
testes in vivo com CCIN.

Leifa et al. (2003) isolaram uma fracdo (EPS) soluvel em agua, extraida do
caldo de cultivo de Agaricus blazei e conduziram, durante 10 dias, tratamento por via
intraperitoneal, em camundongos inoculados com Sarcoma 180. A substancia foi
administrada aos animais na concentracdo de 10 mg/Kg/dia, havendo reducédo de

72,19% da massa tumoral, em relagéo ao grupo controle.
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Zhuang et al. (1993) realizaram, durante 7 dias consecutivos, tratamento com
uma frac@o extraida de Pleurotus sajor-caju, sobre S180 e registraram 100% de
inibicdo tumoral , evidenciando a necessidade de se identificar e purificar o(s) B-
glucano(s) de efetiva acédo antitumoral.

Varias fragbes polissacaridicas (soluveis e insoluveis em &gua) foram
extraidas de basidiomas de Pleurotus citrinopileatus por Zhang e colaboradores
(1994). Apods o fracionamento, a atividade antitumoral das fragbes contra Sarcoma
180 implantado em camundongos foi avaliada. Foram obtidos onze polissacarideos
sollveis em agua, sendo que apenas trés (Flp, FA-2-b-B, FA-3) mostraram altas
taxas de inibicdo do tumor (59,5; 59,4; 61,7%). Dentre os polissacarideos insoluveis
em agua obtidos, trés fracdes (FllI-2, FlIl 2-a, Flll 2-b) apresentaram elevados
percentuais (93,5; 87,3; 90,1%) de inibicdo do tumor quando comparados com 0O
controle positivo.

Mizuno (1999) também avaliou o efeito antitumoral de fracBes
polissacaridicas obtidas do basidioma de treze linhagens de basidiomicetos, dentre
0s quais Pleurotus sajor-caju e Pleurotus citrinopileatus, cujas fracdes mais ativas
proporcionaram 100% e 90,1% de inibicdo do Sarcoma 180.

Comparando estes resultados com os obtidos neste trabalho com caldo de
cultivo in natura, pode-se concluir que o cultivo submerso de Pleurotus ostreatus
DSM 1833 é bastante promissor para a sintese de polissacarideos extracelulares de
atividade antitumoral, sendo necessario, no entanto, aprofundar estudos sobre a

separacao, purificagéo e caracterizagdo destes compostos.



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que:

v a substancia ragcdo/CF (Ragado/Corpo frutifero de Pleurotus ostreatus)
guando administrada por via oral (alimentacdo), apresentou, na média,
51% de inibicdo do TAE e 63% do S180.

v a substancia FPI (Extrato de corpos frutiferos in natura de Pleurotus
ostreatus) quando administrada por via intraperitoneal, reduziu o
namero de células tumorais de TAE em 71% e de S180 em 76%;

v' a substancia CCIN (Caldo de cultivo in natura de Pleurotus ostreatus)
guando administrada por via intraperitoneal, apresentou reducdo de
70% no crescimento do TAE e de 86% no crescimento de S180,
representando o melhor resultado obtido sobre este tumor;

v a substancia ECC (Extrato de caldo de cultivo de Pleurotus ostreatus),
guando administrada por via intraperitoneal, provocou maior inibicdo do
crescimento do Tumor Ascitico de Ehrlich — TAE (76%), com 72% de
reducédo do crescimento de S180;

v' em todos os testes realizados com FPI, ECC e CCIN, o tratamento por

via intragdastrica ndo apresentou reducgdo tumoral.



7. PERSPECTIVAS

Como sugestao para trabalhos futuros, cita-se:
v’ Isolar e caracterizar o polissacarideo de atividade antitumoral
v Avaliar a atividade antitumoral utilizando tumores solidos
v' Avaliar a atividade antitumoral de outras espécies de fungos do género
Pleurotus
Avaliar a eficacia do tratamento com extratos encapsulados
Fazer teste de sobre vida dos animais
Avaliar a citotoxidade das substancias in vitro

Estudar o tratamento preventivo

AN NN

Estudar as substancia testes na biologia molecular do tumor
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ANEXO

Anexo A — Curva de calibracao
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Figura A.1 - Andlise da concentracéo de polissacarideos das substancias FPI, CCIN
e ECC.



Anexo B - Certificado da Comiss&o Etica de pesquisa da UNIVALI
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UNIVALI

UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI

PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUAGAD,
EXTENSAO E CULTURA

Certificado

Certificamos que 0 projeto de pesquisa intitulado “Estudo in vivo da atividade antitumoral de

uisadore Elisa Regina de
Souza Wolff, com a orientagdo da Professora Sandra Aparecida Furlan, estd de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal, tendo sidq aprovado através do parecer n® 36/2007 pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
UNIVALL \

\ / Ttajaf (SC), 27 de abril e 2007,
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Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho rof* D{l;[:irci Ia\,‘ria de Souza
Pré-Reitor de Pesquisa, Pds-Graduagiio, Extensdo e Cultura Coordenadora d EP/UNIVALI
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