ISBN 978-85-61091-05-7

VI EPCC
Encontro Internacional de Producéo Cientifica Cesumar
Encontro Internacional de Produgao
Cientifica Cesumar 27 a 30 de outubro de 2009

ESTUDO DO EFEITO CITOTOXICO E DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE
POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS DE CORPOS FRUTIFEROS DE
Agaricus blazei (MURRIL)

Fernanda Virgilio Poli'; Rosaria Regina Tesoni de Barros Richartz; Mariane Bonatti
Chaves; Regina Maria Miranda Gern?

RESUMO: A espécie Agaricus blazei (Murrill), conhecida popularmente como Cogumelo do Sol, € nativa de
Piedade, interior do estado de Sao Paulo, e atualmente é bastante cultivada no Japao, principalmente por
suas propriedades medicinais. Em sua composicdo quimica podem ser encontrados complexos
glicoprotéicos e polissacarideos (B-glicanos) que apresentam propriedade de potencializar o sistema imune,
além de atividade antitumoral, antioxidante, antiinflamatoria e antiviral. Varios trabalhos tém demonstrando o
potencial terapéutico de Agaricus blazei atribuido a presenga de polissacarideos com atividade
imunoestimulatéria denominados B-glicanos do tipo B -(1,3), B -(1,4) e B -(1,6) presentes na parede celular
deste fungo. A herpes bucal é uma doenga infecciosa muito contagiosa, geralmente benigna, causada pelo
virus da familia dos Herpesviridae, o Herpes simplex virus (HSV-1). Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito citotoxico in vitro de diferentes concentragbes de polissacarideos extraidos de corpos frutiferos de
Agaricus blazei (9,76 a 5.000,00 pg/mL), bem como avaliar a atividade antiviral in vitro destes compostos
contra o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Para a extragdo dos polissacarideos seguiu-se metodologia
proposta pela Farmacopéia Brasileira. Para avaliacdo do efeito citotéxico, bem como da atividade antiviral,
utilizou-se células Vero. O virus utilizado foi o Herpes Simplex (HSV-1). Em relagcdo ao teste de
citotoxicidade, a concentragdo maxima de polissacarideos, tanto de alto quanto de baixo peso molecular,
que nao apresentou efeito citopatico as células Vero foi a de 156,25 ug/mL. Em relagao a atividade antiviral,
todas as concentragdes de polissacarideos inferiores a concentragao citotdxica, mostraram-se incapazes de
reduzir a infectividade do virus HSV-1.
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1 INTRODUCAO

A espécie Agaricus blazei (Murrill), conhecida popularmente como Cogumelo do
Sol, pertence a ordem Agaricales do grupo dos Basidiomicetos. Esta espécie é nativa de
Piedade, interior do estado de Séao Paulo, e atualmente é bastante cultivada no Japéo,
principalmente por suas propriedades medicinais. Em sua composi¢cao quimica podem ser
encontrados complexos glicoprotéicos e polissacarideos (B-glicanos) que apresentam
propriedade de potencializar o sistema imune, além de atividade antitumoral, antioxidante,
antiinflamatoéria e antiviral (BRUGGERMANN et al., 2006).

A herpes bucal € uma doenga infecciosa muito contagiosa, geralmente benigna,
causada pelo virus da familia dos Herpesviridae, o Herpes simplex virus (HSV-1). Este
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virus infecta algumas células de forma litica causando lesdo (com destruicdo de células)
do tecido epitelial e das mucosas. O virus HSV-1 tem como caracteristica bioldgica o
rapido crescimento em cultivo celular, uma ampla gama de hospedeiros e a capacidade,
comum a todos os herpesvirus, de se manter latente nas células de seus hospedeiros por
tempo indeterminado (COLLINS et al., 1999).

O teste de citoxocidade, antes do teste da atividade antiviral, se faz necessario
para obtencdo da maxima concentracdo de polissacarideos que nao causam o
comprometimento da monocamada celular, presente nos testes in vitro, ou seja, que nao
apresenta efeito citopatico. Este efeito € definido como o dano causado a célula, por
exemplo, a lise, o arredondamento, a vacuolizagao, a formacao de sincicios, inclusoes,
picnose e apoptose (wwwe6.ufrgs.br/labvir/aulat5.pdf). A linhagem celular normalmente
utilizada em estudos de replicacao viral e ensaios com placas é a Vero, derivada do rim
do macaco verde africano, (Cercopithecus sabaeus) (TAKATA, 1994).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito citotéxico de diferentes
concentracdes de polissacarideos extraidos de corpos frutiferos de Agaricus blazei (9,76
a 5.000,00 pg/mL), bem como avaliar a atividade antiviral destes compostos contra o virus
Herpes simplex tipo 1 (HSV-1).

2 MATERIAL E METODOS

Basidiomiceto e extracdo dos polissacarideos: os corpos frutiferos de Agaricus
blazei foram obtidos do Comércio de Especiarias Oliveira LTDA — ME, localizada em
Joinville — SC. 3 g, secos e pulverizados, ficaram em infusdo em 27 mL de agua fervente
até atingir a temperatura ambiente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). Em seguida,
procedeu-se a filtracdo. Os polissacarideos de baixo peso molecular foram obtidos a partir
do filtrado através de precipitacdo com etanol (1:5 v/v, filtrado/etanol). Apds centrifugacao
o precipitado foi clarificado, sofreu nova precipitacao, foi lavado com etanol e acetona e o
excesso de solventes evaporado. Para obtencdo dos polissacarideos de alto peso
molecular utilizou-se o residuo sélido proveniente da primeira filtracdo. Este foi fervido em
agua por 3 horas e filtrado. O filtrado foi submetido ao mesmo processo de extracao
descrito para obtencéo dos polissacarideos de baixo peso molecular.

Teste citotoxico: utilizou-se solucdo salina tamponada para preparo das
concentragbes a serem avaliadas: 5.000,00 pg/mL; 2.500,00 pg/mL; 1.250,00 pg/mL;
625,00 pg/mL; 312,50 pg/mL; 156,25 pg/mL; 78,10 ug/mL; 39,06 pg/mL; 19,53 pg/mL e
9,76 ug/mL. Todos os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos, em triplicata,
sendo as duas ultimas fileiras reservadas para controle. Neste caso, utilizou-se somente
meio essencial minimo de manutencdo (MEMM) e células Vero. As microplacas foram
incubadas em estufa de CO, a 5%, a 37°C, por 72 horas. Considerou-se como produtora
de efeito citotoxico a concentracdo que causou 50%, ou mais, de destruicdo da
monocamada celular.

Atividade antiviral: partiu-se de uma soluc¢ao viral, virus Herpes simplex (HSV-1), de
concentragao 105,625/50uL para o calculo da concentragdo minima capaz de destruir
50% da monocamada celular, ou seja, 100 DICC50. As concentracdes das solucdes de
polissacarideos testadas, tanto de alto quanto de baixo peso molecular, foram: 320
pug/mL; 160 pg/mL; 80 pg/mL; 40 pg/mL; 20 pg/mL e 10 pg/mL. Os testes foram realizados
em microplacas de 96 pocos, em triplicata. Neste ensaio utilizam-se dois controles:
controle celular (somente células Vero, 300.000 células/mL) e controle viral (células Vero
e virus HSV-1).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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O efeito citotdéxico de polissacarideos, tanto de alto quanto de baixo peso
molecular, extraidos de Agaricus blazei foi avaliado. As concentragdes avaliadas foram:
5.000,00 pg/mL; 2.500,00 pg/mL; 1.250,00 pg/mL; 625,00 pug/mL, 312,50 pug/mL, 156,25
pg/mL; 78,10 pg/mL; 39,06 pg/mL; 19,53 pg/mL e 9,76 ug/mL. As Figuras 1(a) e (b)
mostram o efeito, mais especificamente o arredondamento, a vacuolizagdo, a formacao
de sincicios, de inclusbes e a destruicdo da monocamada celular, parcial ou
integralmente, das células Vero, quando foram utilizadas concentragcdes a partir de 312,50
ug/mL. Concentragdes menores nao apresentaram efeito citotoxico.

(a)
Figura 1. Efeito citopatico causado a células Vero por polissacarideos provenientes de
corpos frutiferos de Agaricus blazei (a) polissacarideos de baixo peso molecular e (b) de alto peso
molecular.

Bruggemann et al. (2006) realizaram estudo similar, avaliou-se a atividade antiviral
de polissacarideos extraidos de Agaricus blazei, contra herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e
bovino tipo 1 (BoHV-1), utilizando cultura de células HEp-2. O efeito citotéxico, monitorado
por mudancas morfolégicas nas células, mostrou que o extrato aquoso de A. blazei é
in6bcuo nas concentracoes de 10 a 200 pg/mL. A concentracao téxica para 50% das
células (CC50), determinada utilizando o corante MTT, foi de 5.000 pg/mL. Quanto a
atividade antiviral, observaram inibicao da replicagao do HSV-1 de 73,9 + 0,38% quando a
cultura foi tratada com 100 pg/mL de extrato, e inibicdo de 78,4 + 0,16% quando a cultura
foi tratada com 50 upg/mL de extrato. Esta inibicdo foi confirmada pelo teste de
inumofluorescéncia indireta, o qual indicou reducdo de 47% no numero de células
fluorescentes, para ambas as concentracdées. Quanto a replicagdo de BoHV-1, houve
inibicdo de 51 + 0,33% € 46,8 £ 0,16% para as concentra¢cdes de 100 ug/mL e 50 pug/mL,
respectivamente. O numero de células fluorescentes foi reduzido em 25,4% para a
concentracao de 100 pyg/mL e 16% para 50 pg/mL.

Neste trabalho as concentracées que nao apresentaram efeito citotoxico as células
Vero, ou seja, 156,25 pg/mL; 78,10 pg/mL; 39,06 ug/mL; 19,53 ug/mL e 9,76 pg/mL,
foram avaliadas quanto a atividade antiviral, para o HSV-1. Esperava-se encontrar
inibicdo da infectividade do HSV-1. Contudo, foi observado efeito citopatico em todas as
concentracdes testadas, independentemente da utilizagcédo de polissacarideos de alto ou
de baixo peso molecular. Estes resultados sugerem que apesar destas concentracbes
nao comprometerem a viabilidade celular, estes extratos precisam ser fracionados e
purificados antes do teste antiviral. Desta forma sera possivel também propor o
mecanismo de acdo do virus, ou seja, se a acao antiviral se da por absorcao dos
polissacarideos a célula viral impedindo assim que estes infectem as células ou se da
através da absorcao dos polissacarideos a célula estudada protegendo-a da infeccao.

A atividade antiviral de substancias derivadas de plantas e fungos contra o virus
herpes tem sido estudada no meio cientifico. Zhu et al. (2004) observaram que
polissacarideos sulfatados extraidos da alga Sargassum patens inibiram acima de 96% a
infectividade do virus herpes simplex tipo-2 (HSV-2) em células Vero. Huheihel et al.
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(2002) mostraram que polissacarideos sulfatados extraidos de Porphyridium sp.
apresentaram 100% de protecado as células Vero contra os virus HSV-1 e HSV-2, em
concentracdes a partir de 100 pug/mL. Além disso, ndo apresentaram efeito citotdxico até
500 pg/mL. A partir de 1.000 pg/mL as células pararam de se multiplicar, porém ap6s uma
observacdao microscépica nao foi observado nenhum tipo de dano morfolégico a célula.
Talarico et al. (2004) mostraram que até 1.000 ug/mL de galactanas sulfatadas extraidas
de duas algas, Gymnogongrus griffithsiae e Cryptonemia crenulata, nao apresentam efeito
citopatico a células Vero. A concentracao que inibiu 50% da replicacao viral, IC50, foi de
0,5a2,5 pg/mL.

Liu et al. (2004) confirmaram a atividade antiviral do cogumelo Ganoderma lucidum,
contra HSV-1 e HSV-2, em células Vero e, além disso, observaram maior eficiéncia
quando o proteoglicano foi adicionado antes e durante a infeccao, sugerindo que a acao
ocorre devido a interferéncia nos processos iniciais de adsorcao viral e penetracao
celular. Esta substancia ndao apresentou efeito citopatico até 2.000 ug/mL. Sorimachi et al.
(2001) mostraram que o extrato aquoso e fracdes obtidas de extratos aquosos de
Agaricus blazei sao capazes de inibir o efeito citopatico dos virus Western Equine
Encephalitis (WEE), poliovirus e HSV em cultura de células Vero.

4 CONCLUSAO

Em relacéo ao teste de citotoxicidade, a concentracdo maxima de polissacarideos,
tanto de alto quanto de baixo peso molecular, provenientes de corpos frutiferos de
Agaricus blazei, que nao apresentou efeito citopatico as células Vero foi a de 156,25
ug/mL. Em relacdo a atividade antiviral, todas as concentracées de polissacarideos
inferiores a concentragdo citotoxica, mostraram-se incapazes de reduzir a infectividade do
virus Herpes simples (HSV-1).
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