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RESUMO

Ganoderma lucidum ¢ uma das espécies de cogumelos mais estudadas do mundo devido as
suas propriedades medicinais. Este trabalho descreve a avaliacdo da capacidade antioxidante
in vitro e antiproliferativa em células tumorais do extrato obtido a partir de diferentes partes
do cogumelo. A atividade antioxidante dos extratos metanolicos, obtidos a partir das duas
amostras, foi avaliada através da captagdo de radicais livres, poder redutor e inibicdo da
peroxidagdo lipidica pela descoloracdo do P-caroteno e em homogeneizados de células
cerebrais animais. A atividade antiproliferativa dos mesmos extratos foi avaliada em quatro
linhas celulares tumorais humanas (pulmao- NCI-H460, mama- MCF-7, c6lon- HCT-15 e
estomago- AGS) pelo método da sulforrodamina B. Os extratos foram caracterizados por
HPLC-DAD-MS.

1. INTRODUCAO

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. ¢ um macrofungo Basidiomycota da ordem
Polyporales e familia Ganodermataceae, bastante utilizado como alimento funcional e
suplemento dietético em todo o mundo [1]. As suas propriedades medicinais parecem incluir
capacidade de diminui¢do do risco de cancro, prevencdo de doencas cardiacas e refor¢o do
sistema imunitario [2]. Estas propriedades tém sido relacionadas com a enorme variedade de
compostos bioativos nomeadamente, polissacaridos, triterpenos, esterdides, lectinas e algumas
proteinas [3]. Existem também alguns estudos sobre as propriedades antioxidantes do extrato
metanolico de G. lucidum [4] e dos seus compostos fendlicos [5].

Esta espécie tem sido muito investigada na China, Coreia, Japdo ¢ EUA [2] e, mais
recentemente, na Europa [6]. No entanto, ainda ndo tinham sido caracterizadas amostras de G.
lucidum provenientes de Portugal. Sendo uma potencial fonte de compostos bioativos, esta

espécie silvestre pode ser utilizada como fonte de nutracéuticos e/ou alimento funcional.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostras e preparacio dos extratos

As amostras de G. lucidum (Curtis) P. Karst. foram colhidas em Braganca (Nordeste de
Portugal) em julho de 2011. Apos a sua identificacdo taxonomica, algumas amostras foram
guardadas no Herbério da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca. As
amostras foram divididas em corpo frutifero e esporos com a ajuda de um bisturi e,
posteriormente, liofilizadas e pulverizadas.

Os extratos foram obtidos usando metanol:agua 80:20 (v/v) como solvente de extragdo
realizada a -20 °C.

2.2. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade captadora de radicais DPPH foi avaliada usando um leitor de microplacas
através da diminui¢do da percentagem de descoloragdo desses radicais: [(Apppu-As)/Apppi]
x 100, onde Ag ¢ a absorvancia da solu¢do que contém a amostra a 515 nm, € Apppn € a
absorvancia da solu¢do de DPPH. O poder redutor foi avaliado através da capacidade da
transformagdo do Fe’" em Fe*", medindo-se a absorvancia a 690 nm no leitor de microplacas
acima mencionado. A inibicdo da descoloracdo do [(-caroteno foi avaliada através da
neutralizacdo de radicais livres de linoleato e calculada através da formula: (absorvancia do
B-caroteno apds 2h de ensaio/conteudo inicial de B-caroteno) x 100. A inibicdo da
peroxidagdo lipidica em homogeneizado cerebral de porco foi avaliada pela diminui¢do da
formagdo de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) acompanhada através da
absorvancia a 532 nm. A percentagem de inibi¢do da peroxidag¢ao lipidica (%) foi calculada
utilizando a seguinte féormula: [(A - B)/A] x 100%, onde A e B eram as absorvancias do
controlo e da solugdo com a amostra, respetivamente. Todos os resultados foram expressos
em valores de ECsy (concentragdo de extrato responsavel por 50% de atividade antioxidante
ou 0,5 de absorvancia no ensaio do poder redutor). Utilizou-se trolox como padrao.

2.3. Avaliacdo da atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos mesmos extratos foi avaliada em quatro linhas celulares
tumorais humanas (pulmao- NCI-H460, mama- MCF-7, c6lon- HCT-15 e estomago- AGS)
pelo método da sulforrodamina B. Todos os resultados foram expressos em valores de Glsg
(concentracdo de extrato responsavel por 50% de atividade antiproliferativa).
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2.4. Caracterizacao dos extratos

Os extratos foram caracterizados através de HPLC-DAD-MS, de acordo com os seus
espectros de UV e MS e comparacdo dos tempos de retencdo com padrdes. Para a
quantificagdo dos compostos fenodlicos, utilizaram-se curvas de calibragdo dos diferentes
compostos fenolicos identificados.

Mais detalhes sobre a metodologia poderao ser consultados na referéncia [7].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato obtido a partir do corpo frutifero revelou maior atividade antioxidante do que o
extrato de esporos (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antioxidante (expressa em valores de ECsp; mg/mL) dos extratos obtidos a partir
do corpo frutifero e dos esporos de G. Lucidum.

Atividade Poder Inibicdo da descoloragdo Inibig¢do formagao
captadora de Redutor do B-caroteno de TBARS
DPPH
Corpo frutifero 0,14 + 0,01 0,62 + 0,02 0,26 = 0,03 0,10+ 0,01
Esporos 0,58 = 0,04 1,25+ 0,04 1,61 £0,21 0,77 £ 0,01

O extrato obtido a partir do corpo frutifero revelou uma atividade antiproliferativa em linhas
celulares tumorais moderada, enquanto o extrato obtido a partir dos esporos mostrou uma
baixa atividade nas linhas celulares NCI-H460 ¢ HCT15 e nenhuma atividade nas restantes
linhas na maxima concentragdo testada (400 pg/mL) (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antiproliferativa (expressa em valores de Glsp; pg/mL) dos extratos obtidos a
partir do corpo frutifero e dos esporos de G. Lucidum.

NCI-H460 HCT-15 MCEF-7 AGS
Corpo frutifero  107,5+5,3 103,4+13,2 112,6+6,7 93,3+9,1
Esporos 386,9+ 11,15 280,8 £11,17 >400 > 400

O corpo frutifero apresentou maior quantidade de 4cidos fendlicos do que os esporos. Os
acidos p-hidroxibenzdico e p-cumadrico foram os principais acidos fendlicos identificados no
corpo frutifero, bem como o d4cido cindmico. Os esporos ndo apresentaram acido p-
hidroxibenzoico (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizagdo quimica dos extratos obtidos a partir do corpo frutifero e dos esporos de G.

Lucidum.
Corpo frutifero  Esporos
Acido p-hidroxibenzoico (mg/100 g dw) 0,58 + 0,04 nd
Acido p-cumarico (mg/100 g dw) 0,38 £ 0,03 0,28 £ 0,03
Acido cindmico (mg/100 g dw) 0,28 +£0,03 0,33+ 0,02
Total (mg/100 g dw) 1,23 +£0,04 0,61 £0,05

dw- massa seca; nd- ndo detetado.

Apesar dos compostos fenolicos estarem associados a varios efeitos benéficos para a satde
humana, pouco se sabe sobre as formas bioativas in vivo, atendendo as concentragdes
disponiveis na corrente sanguinea apos ingestao, assim como a possibilidade de conjugagao e
metabolismo. Estdo a sintetizar-se possiveis metabolitos dos compostos identificados nos
extratos para avaliar a sua potencial bioatividade.
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