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RESUMO

Avaliacdes clinicas tém sido possiveis com radiobiocomplexos marcados com
tecnécio-99m (99mTc). Drogas naturais ou sintéticas sao capazes de interferir
na marcagdo de estruturas sanguineas com 99mTc, e também tem sido
descrita a toxicidade de varios produtos naturais. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de um extrato de Ganoderma lucidum (Reishi) na marcacgéo de
constituintes sanguineos sangiineas com 99mTc e na sobrevivéncia de
Escherichia coli. Amostras de sangue de ratos Wistar foram tratadas com
extrato de reishi. O procedimento de radiomarcacéo foi realizado. Amostras de
plasma (P), células sanguineas (CS) e fra¢ces insoluvel (FI) e soluvel (FS) de
P e CS foram separadas e a radioatividade foi contada para determinacéo das
porcentagens de radioatividade (%ATI).Culturas de Escherichia coli AB1157
foram tratadas com cloreto estanoso na presenca e auséncia do extrato de
reishi. Amostras de sangue e culturas bacterianas tratadas com NaCl 0.9%
foram usadas como controles. Dados indicaram que o extrato de reishi alterou
significativamente (p<0,05) a %ATI de P, CS, FI-P, FS-P, FI-CS e FS-CS, bem
como, aumentou a sobrevivéncia de culturas bacterianas tratadas com cloreto
estanoso. Nossos resultados sugerem que o extrato de Reishi poderia
apresentar acgédo redox/quelante alterando a marcagcdo de constituintes
sangliineos com %*™Tc e protegendo culturas bacterianas contra lesdes
oxidativas induzidas pelo cloreto estanoso. O estudo teve carater
multidisciplinar com a participacdo das seguintes areas do conhecimento:
Biofisica, Radiobiologia, Botanica, Fitoterapia e Hematologia.

Palavras-chave: hemacias; plasma; proteinas, tecnécio-99m;

radiobiocomplexos; ratos; Ganoderma Lucidum, Reishi.



1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais € uma pratica generalizada na medicina popular.
A pesquisa académica trouxe novos conhecimentos sobre as plantas e suas
propriedades terapéuticas. O crescente aumento do interesse da comunidade
académica em estudar os medicamentos naturais tem contribuido para o uso
cada vez mais frequente e seguro de produtos naturais. Existem alguns
estudos sobre o efeito de plantas medicinais na marcacdo de hemacias com
tecnécio-99m (99mTc) (1, 2).

Este estudo teve como objetivo tedrico e pratico avaliar efeitos de um extrato
de Ganoderma lucidum em dois modelos experimentais. Foram estudados os
efeitos bioldgicos do Ganoderma lucidum na marcacdo de constituintes
sanglineos com o tecnécio-99m e em culturas bacterianas tratadas com SnCl,.

O Ganoderma Lucidum(reishi) vem sendo cada vez mais utilizado nos
processos terapéuticos no ocidente e no oriente. Seus efeitos farmacol6gicos
incluem ativacdo sistema autoimmune e manutengdo da homeostase do
organismo. E amplamente utilizado para prevencdo(3). Autores sugerem a
acdo dessa “erva” como antiinflamatorio, antitumoral, antiviral, antibactericida,
antitrombotico e com atividade hipotensiva (4).

Nos procedimentos em medicina nuclear, o cloreto estanoso (SnCl,) é
freqientemente usado como um agente redutor na marcacao de moléculas e
células com 99mTc para obtencdo de imagens cintilogréficas. Estudos com
culturas bacterianas com diferentes capacidades do reparo de lesées no DNA
revelaram que lesbes causadas pelo SnCl, acarretavam um efeito letal que

parece ser mediado pela geracdo de radicais livres (5).



Pesquisas demonstram que o Ganoderma lucidum promove uma acgao
imunomoduladora no organismo. Observa-se que ocorre 0 aumento da acao de
células autoimunes em pacientes com céancer que estdo submetidos a
quimioterapia e radioterapia. Ocorre também a prevencdo de infeccdes
secundarias, fortalecendo o organismo e mantendo uma melhor qualidade de
vida do paciente (6).

O Ganoderma lucidum (reishi) é utilizado em medicina tradicional chinesa
como "erva da imortalidade”. Apresenta as seguintes funcdes: estimular a
circulacdo sanguinea, fortalecer a imunidade e promover a longevidade. E
utiizado como prevencdo para doengcas como cancer, acidente vascular
cerebral e doencas cardiacas (6).

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Radiofarméacia Experimental do
Departamento de Biofisica e Biometria, e no Departamento de Histologia do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. Os experimentos foram possiveis atraves de convénio firmado
entre a Universidade do Estado do Rio de Janeiro e a Universidade Federal do
Rio Grande do Norte, sob a orientagcdo do Professor Doutor Mario Bernardo
Filho, e na vigéncia dos auxilios concedidos pela CAPES, FAPERJ e CNPq.

A pesquisa realizada resultou na publicacdo do artigo intitulado efeito do
extrato de Ganoderma lucidum (reishi) na marcagcdo de constituintes
sanguineos com tecnécio—99m e na sobrevivéncia de Escherichia coli. na
revista Brazilian Arquives of Biology and Technology, Qualis internacional C.

O controle do preparo do extrato de reishi foi realizado por espectrofotometria

(ver apéndice).



2. REVISAO DE LITERATURA

A descoberta das radiacOes ionizantes e de elementos radioativos despertou de
imediato o interesse de suas aplicacdes na Biologia e nas Ciéncias Médicas. Como
a origem do fendbmeno radioativo é nuclear, os nuclideos que emitem radiacdo sao
chamados mais apropriadamente de radionuclideos. Alguns nuclideos existentes na
natureza ja sao radioativos (naturais) enquanto outros podem ser produzidos pelo
homem (artificiais) (8). Em medicina nuclear os radionuclideos podem ser utilizados
como fonte de radiacdo ou como tracador. No primeiro caso, o material bioldgico
recebe apenas as radiacbes emitidas pelo radionuclideo usado. No segundo, o
préprio radiois6topo € incorporado no meio biolégico que se deseja estudar
(9,10,11).

Os radionuclideos quando utilizados na area biomédica tém possibilitado a
elucidacdo de inumeros fenbmenos que ocorrem nos seres Vivos, inclusive no
homem, onde o0s mesmos sdo administrados como radiofarmacos
(radiobiocomplexos). Esses sao células ou moléculas marcadas com um
radionuclideo, amplamente utilizadas em medicina nuclear, para diagnéstico e
para terapia de doencas (9,12,13). A utilizacdo para diagndstico em medicina
nuclear é interessante pelo fato das doses administradas em diagnéstico
acarretarem uma baixa exposicdo do paciente e produzirem imagens de
excelentes qualidades (14).

O processo de marcacdo de células e moléculas com o radionuclideo
tecnécio-99m (99mTc) normalmente necessita da utilizacdo de um agente
redutor. A reducéo do radionuclideo pode ser obtida através de diferentes

agentes quimicos, sendo que o cloreto estanoso (SnCl,;) € o agente redutor



mais freqientemente utilizado para esta finalidade. O SnCl, permite obter uma
eficiéncia de marcacédo do tracador radioativo superior a de outros agentes
redutores, justificando sua preferéncia, ndo s6 na medicina nuclear, mas
também na marcacao de diversas estruturas de interesse biomédico (13, 15).

Estudos clinicos de diagnostico em procedimentos estaticos e avaliacfes
dindmicas tém sido possiveis com os radiofarmacos marcados com o 99mTc,
que é obtido como pertecnetato de sodio (Na99mTcO,4) por meio de um
gerador 99Mo/99mTc(8,16).

Estudos realizados demonstraram que na marcacdo de hemacias com
99mTc, o0 anion pertecnetato atravessa o0 espaco intracelular por troca com o0s
ions cloreto e/ou bicarbonato (18). Estes fatos indicam que o processo de
marcacao ocorre em nivel intracelular. Somando-se a isso, 0 agente redutor,
SnCl,, também parece ser transportado para o interior da hemécia por um
sistema de transporte especifico, o canal de calcio (19). Na marcacao de
hemacias com 99mTc utilizando-se SnCl,, 0 99mTc também pode se ligar com
as proteinas plasméaticas dependendo da concentracdo do agente redutor, do
radiobiocomplexo utilizado e do tempo de incubacéo considerado, como pode
ser observado pela técnica de precipitacdo com acido tricloroacético (2). Ao
administrar-se um radiofdrmaco a um paciente sempre uma fracdo do mesmo é
encontrada ligada as proteinas plasméticas (13, 20).

O uso de ervas medicinais vem crescendo muito no ocidente no tratamento
da metastase, que € a maior causa do 6bito nos pacientes com cancer (21). As
acOes do Reishi vém sendo relatadas por mais de 2000 anos (22). Os seus

componentes tém sido estudados como fortalecedores da imunidade e



apresentando efeito anti-tumoral, como demonstrado em ambos modelos in
vitro e in vivo (3).
O Ganoderma lucidum apresentaria funcdes anti-angiogénica, anti-invasora e
anti-metastica. Também tem sido utilizado no tratamento de enfermidades
como HIV, nefritis, hipertensédo arterial, desordens imunolégicas, agregacéo
plaquetaria (21).

O Ganoderma lucidum ( apresenta efeito no tratamento da sindrome de
Sjogren, onde ocorre a reducdo na formacdo da saliva devido a inibicdo de
CD8" T comprometendo a imunidade celular. O estudo sugere que ocorre nesta
sindrome a apoptose dos linfocitos T.(22).De acordo com a Medicina
Tradicional Chinesa através do reishi pode haver a regulacdo da homeostase
fortalecendo o sistema auto imune, reduzindo os efeitos colaterais na sindrome
de Sjogren. O Ganoderma também tem sido utilizado no tratamento de artrite
reumatoéide, reduzindo os processos inflamatorios. (3; 6).

Estudos com culturas bacterianas com diferentes capacidades de reparo de
lesGes no DNA, mostraram que essas lesdes causadas pelo SnCl, produziam
um efeito letal que parece ser mediado pela geragcédo de radicais livres (8). O

efeito do SnCl, também dependeria da presenca de mecanismo de restauragcado

(7).



3. ARTIGO ANEXADO:

3.1 ARTIGO PUBLICADO

- The Effect of an Extract From Ganoderma Lucidum (Reishi) on the
Labeling of Blood Constituents with Technetium-99m and on the Survival
of Escherichia Coli, publicado em 2008, no periodico “Brazilian Archives of

Biology and Technology”, Qualis Internacional C.



3.1 ARTIGO PUBLICADO

Separata
Brazilian Archives of Biology and Technology

v. 51, special number, pp. 157-162, 2008.

The Effect of an Extract From Ganoderma Lucidum (Reishi) on the
Labeling of Blood Constituents with Technetium-99m and on the Survival

of Escherichia Coli,

Raquel Terra Agostinho, Sebastido David Santos-Filho,

Adenilson de Souza da Fonseca, Mario Bernardo-Filho, Sotiris Missailidis
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The Effect of an Extract From Ganoderma Lucidum (Reishi)
on the Labeling of Blood Constituents with Technetiurr@9m
and on the Survival ofEscherichia Cali

Raquel Terra Agostinhd"? Sebastidfo David Santos-Filfp Adenilson de Souza da
Fonsec&”, Mario Bernardo-Filho?and Sotiris Missailidis*

'Universidade Federal do Rio Grande do Norte; Avn&al Gustavo Cordeiro de Farias, s/n; 59010180td\a
RN - Brasil.?Universidade do Rio de Janeiro; Instituto de Bidgdbo&oberto Alcantara Gomes; Departamento de
Biofisica e Biometria; Av. 28 de Setembro, 87; 2@E®; Rio de Janeiro - RJ - BrasiCentro Universitario Serra
dos Orgdos;Centro de Ciéncias da Saude; Av. Alberto Torresl; 125964004; Teresépolis - RJ - Brasil.
“Department of Chemistry and Analytical Sciences Dpen University; Walton Hall; Milton Keynes; MR@A;
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ABSTRACT

This study evaluated effects of an aqueous exwédBanoderma lucidum (reishi) on the labeling obdad
constituents with technetium-99"'c) and on the survival of cultures of Escherictidi treated with stannous
chloride. Blood samples from Wistar rats were teehwith reishi extract, radiolabeling procedure waexformed,
plasma (P), blood cells (BC) and insoluble (IF) asdluble (SF) fractions of P and BC were separaiEue
radioactivity was counted for the determinatiortlof percentages of radioactivity (%ATI). CulturésEscherichia
coli AB1157 were treated with stannous chloridehie presence and absence of reishi extract. Blanagptes and
bacterial cultures treated with NaCl 0.9% were usasl controls. Data indicated that reishi extracteaéd
significantly (p<0.05) the %ATI of P, BC, IF-P, $F-IF-BC and SF-BC, as well as increased the satvif
bacterial cultures treated with stannous chlorid@ur results suggest that reishi extract could pntsa
redox/chelating action, altering the labeling ofobtl constituentsvith **™Tc and protecting bacterial cultures
against oxidative damage induced by stannous afdori

Keywords: blood constituentgscherichia coliGanoderma lucidugrstannous chloride, technetium-99m

INTRODUCTION triterpene components (Bao et al., 2002). These
compounds in reishi have been studied due to their

Ganoderma lucidum (reishi) is a traditional potential immunomodulating activity and anti-

chinese medicine product known to the layman asimor effect, as demonstrated in bathvitro and

the “herb of immortality”. It has been used as an vivomodels (Lin et al., 2004).

health tonic to promote longevity for more thanPharmacological effects and physiological

two thousand years. Reishi extract contains twproperties of reishi include immune enhancement,

major groups of bioactive polysaccharide andnaintenance of homeostasis and regulation of

Author for correspondence

Braz. arch. biol. technol. v.51 n. special: pp.1%52- Dec. 2008
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biorhythm, and prevention of and improvementAn absorption peak (0.56+0.01) was obtained at
against some diseases, including cancer, cereb265 nm and it was used as a marker of
stroke and heart disease (Lin et al., 2004). Otheeproducibility preparation of this extract.
authors have suggested antifungal, antiAnimals
inflammatory, antitumor, antiviral, antibacterial, Wistar rats (n= 12, 3-4 months, 245+35¢g) were
hepatoprotective, antidiabetic, hypolipedemickept under controlled environmental conditions
antithrombotic and hypotensive activities for reishi(25+2C, 12h of light/dark cycle), water and
(Ajith et al., 2007). libitum and normal diet. Heparinized whole blood
Red blood cells labeled with technetium-99mwas withdrawn by cardiac puncture from animals
(**"Tc-RBC) are used in clinical nuclear medicineunder anesthesia by sodium thiopental (40mg/kg).
for diagnostic evaluations (Verdu et al., 2005All the experimental procedures followed the
Olds et al., 2005). Thus, the labeling of RBC withEthical Guidelines of thdnstituto de Biologia
%™Tc has been also used as an assay to investig&eberto Alcantra Gomes, Universidade do Estado
the properties of different chemical agentsdo Rio de Janeiravith the protocol number CEA/
(Fonseca et al., 2007). This radiolabeling dependkl5/2006.
on the presence of a reducing agent and stannous
chloride has being widely utilized (Saha, 2004). Labeling of blood constituents with®*™Tc
Although, the stannous ion has clinical utilization,Blood samples (n = 8, for each extract
some authors have suggested that stannoaencentration) of whole blood were incubated with
chloride appears to induce lesions in theeishi extract (0.0, 0.2, 0.4, 0.85, 1.75 and
deoxyribonucleic acid (DNA) by oxidative 3.5mg/mL, 1 hour). After that, a freshly prepared
mechanisms related to free radical generation (Estannous chloride solution (SnCl 1.2ug/ml,
Demerdash et al., 2005; Presta et al., 2007), whickigma Chemical Co. St Louis, USA, 1 hour) was
could result in cell inactivation or potentially added. Then®™Tc (3.7 MBqg, 10 minutes) was
tumorigenesis and protection against this effecadded. These samples were centrifuged (1500 rpm,
would be of particular interest in nuclear medicine5 minutes) and plasma (P) and blood cells (BC)
where stannous chloride is used for the preparatiomere separated. Aliquots of P and BC were also
of radiopharmaceuticals (Saha, 2004). precipitated in trichloroacetic acid (5%) and
Thus, the aim of this work study was to verify thesoluble (SF) and insoluble (IF) fractions were
effects of an extract of reishi on the labeling ofobtained. Radioactivity (%ATI) in P, BC, IF-P,
blood constituents witA*"Tc and on the survival SF-P, IF-BC and SF-BC was determined in a well
of Escherichia colicultures treated with stannousgamma counter (Clinigamma, gamma counter,
chloride. Packard, Instrument Company, mod C5002, USA).
The percentage of incorporated radioactivity
(%ATI) was calculated as previously described

MATERIALS AND METHODS (Bernardo Filho et al.,, 1983). The data were
expressed as mean + standard deviation of %ATI.
Extract preparation The values were analyzed by one-way variance

Ganoderma lucidun{GL) (0,35 g) (SKL Herbal analysis (ANOVA) with ap<0.05 as significant
Cientifica Laboratorio Farmacéutico Ltda., lotlevel followed by Bonferroni post-test.

number 201221, validity November 2008). The

extract of reishi was prepared with 0.35 g of &acterial inactivation

purified powder in 100 mL of 0.9% NacCl (saline).E. coli AB1157, a wild-type strain, proficient in
The preparation was homogenized in a vortexepairing DNA damage, was used in this work.
mixer and centrifuged (2000 rpm, 10 minutes)From stock (in glycerol 50% v/v), an aliquot was
The supernatant was collected and considered gsown in liquid LB (Luria and Burrous, 1957)

be 3.5 mg/mL. medium at 37 °C overnight up to stationary growth
phase. An aliquot was taken from this culture and

Spectrophotometric measurements further incubated under the same conditions to

Spectrophotometric analysis (TV-VIS reach exponential growth (6ells/mL). The cells

Spectrophotometer Beijing Purkinje  Generawere collected by centrifugation, washed twice in
Instrument Co., Ltd, Beijing, People’s Republic ofsaline_and suspended again in saline. After that,
China) of the extract at 3.5 mg/ml was carried outbacterial suspensions (1@ells/mL) were treated

Braz. arch. biol. technol. v.51 n. special: pp.-152, Dec. 2008
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with stannous chloride (25g/mL) in the presence RESULTS

or absence of reishi extract (1.75 and 3.5 mg/mL)

for 60 minutes. Aliquots from these treatmentsTable 1 presents the %ATI of the plasma and
were diluted in saline, spread onto Petri disheblood cells from blood samples treated with reishi
containing solidified LB medium (1.5% agar). extract. These data suggest that reishi extract at the
Colonies formed after overnight incubation at 37highest concentrations used (1.75 and 3.5 mg/mL)
°C were counted and the survival fraction waslters the distribution of radioactivity between
calculated as described before (Almeida et alplasma and cellular components.

2007). Experiments were carried out in triplicate

and the results presented are the average mean of

three independent assays.

Table 1 -Effect of the treatment with reishi extract on tistribution of radioactivity between plasma andutar

compartments.
Ganoderma
(mg/mL) % ATI
P BC
0.0 7.17+0.93 92.82+0.93
0.2 6.1645.33 93.83+5.33
0.4 2.55+1.39 97.44+1.49
0.85 2.90+0.86 97.09+0.86
1.75 41.74+3.76 * 58.25+3.76 *
3.5 54.88+1.82 * 45,11+1.82 *

(*) p<0.05 when compared with control.

_ 0.85, 1.75 and 3.5 mg/mL) also alters the fixation
Table 2 presents the %ATI of the insoluble angf radioactivity on plasma proteins.

soluble fractions of plasma. Data suggest that
reishi extract treatment at highest concentrations

Table 2 -Effect of reishi extract on the fixation of radi@dly on plasma fractions.

b % ATI
IF-P SF-P
0.0 67.89+4.35 32.11+4.35
0.2 64.51+4.04 35.48+4.04
0.4 68.68+3.85 31.32+3.85
0.85 53.85+2.20 * 46.15+2.20 *
1.75 14.15+8.60 * 85.85+8.60 *
3.5 6.30+0.48 * 93.70+0.48 *

Insoluble fraction of the plasma (IF-P), soluble fractiothefplasma (SF-P). ()<0.05 when compared with control.

Table 3 presents the %ATI of the insoluble andree radicals generated by stannous chloride.
soluble fractions of blood cells. Data suggest thaData in figure 1 suggest that the treatment with
reishi extract treatment at the higher concentratioreishi extract would not present cytotoxic effects
(3.5 mg/mL) alters the fixation of radioactivity on on E. coli AB1157 cell cultures, in the absence of
cellular proteins. stannous chloride, but would increase the survival
Figure 1 shows the survival fractions Bf coli of these cultures treated with stannous chloride,
AB1157 cultures treated with SnClin the particularly at the higher dose.

presence and absence of reishi extract,

demonstrating that reishi offers protection from
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Table 3 -Effect of reishi extract on the fixation of radiady on blood cell fractions.

Ganoderma
(mg/mL) % ATI
IF-BC SF-BC
0.0 89.85+2.81 10.15+2.81
0.2 89.27+7.74 10.73+7.74
0.4 93.03+1.73 6.97+1.73
0.85 89.97+4.34 10.03+4.34
1.75 74.19+10.40 25.81+10.40
35 26.30+0.53 * 73.70+0.53 *

Insoluble fraction of the blood cells (IF-BC), soluble fractiafisthe blood cells (SF-BC). (*p<0.05 when compared with
control.
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Figure 1 - Survival fractions ofE. coli AB1157 cultures treated with stannous chloridehie
presence and absence of reishi extrBctcoli AB 1157 cultures were treated with
stannous chloride (SngI25 pg/mL) in presence and absence of reishi extrac6(17
and 35 mg/mL), aliquots were diluted in saline @ptdead onto Petri dishes. After
overnight incubation (37C), colony forming units were counted to determine
survival fractions. €) control; (m) SnCh; (e) SnCh+1.75mg/mL reishi; o)
SnCbh+3.5mg/mL reishi; (x) reishi extract 1.75mg/mL& ) reishi extract 3.5mg/mL.

DISCUSSION shift in the labeling of soluble and insoluble
fractions, where the %ATI in the insoluble
There is evidence that natural drugs could affedtactions changed from nearly 70% to less than
the radiolabeling of blood constituents, and thesé%, with a corresponding increase of labeling in
findings have been considered in the developmetite soluble fractions. The pattern was similar in
of this procedure as an experimental model tthe labeling of the cellular component, with a shift
verify the properties of these drugs (Benarroz eef the highest labeling (expressed as %ATI) from
al., 2008; Frydman et al., 2008). the insoluble towards the soluble fractions.
The analysis of tables 1, 2 and 3 indicates thdtrevious studies have demonstrated that reishi
there was an important alteration on theextracts act on humoral immune response (Bao et
radiolabeling of the blood constituents from bloodal., 2002; Lin et al., 2005) and a polysaccharide
samples treated with reishi extract. It is interestingsolated from reishi has been shown to increase the
to note that although in the absence of reishi nearlgsponse to sheep RBC in mice (Lin et al., 2004).
93% of ATl was in the cellular component, thisIn vitro, reishi polysaccharides also increased
shifted to almost equal distribution between orymphocyte proliferation (Cao et al., 2003).
plasma and blood cells compartments at higRadiolabeling data obtained in this study could be
reishi concentrations. Furthermore, there was telated to actions of reishi polysaccharides on
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blood constituents. Another possibility is theAmostras de sangue e culturas bacterianas tratadas
redox/chelating action of the substances in reislcom NaCl 0.9% foram usadas como controles.
extract. In fact, some natural products could alteDados indicaram que o extrato de reishi alterou
the labeling of blood constituents with™Tc by  significativamente<0,05) a %ATI de P, CS, FI-
interfering on the reducing action of the SnCI P, FS-P, FI-CS e FS-CS, bem como, aumentou a
(Benarroz et al., 2008). sobrevivéncia de culturas bacterianas tratadas com
To verify this hypothesis, effects of reishi extrac cloreto estanoso. Nossos resultados sugerem que o
on E. coli AB1157 treated with Snglwere extrato de reishi poderia apresentar acéo
evaluated (Figure 1). Our data suggest that ttredox/quelante alterando a marcacdo de
extract used could proteEt coli cells against the constituintes sangiiineos coffiTc e protegendo
oxidative effect of SnGl and indicate that culturas bacterianas contra lesdes oxidativas
chemical compounds in reishi extract preserinduzidas pelo cloreto estanoso.

redox/chelating activity. In addition, data obtained

with bacterial cultures treated with reishi in the

absence of stannous chloride indicate an absenREFERENCES
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Similar findings were obtained with an extract ofAjith, T. A. (2007), 2007 and Kainoor K. Janardhana
cauliflower (Lima et al., 2002). Indian Medicinal Mushrooms as a Source of
In conclusion, results obtained in this work Antioxidant and Antitumor Agents] Clin Biochem
suggest that reishi extract has redox/chelatin%NUFr-'40’ 157-162.

properties, altering the labeling of blood/Meida, M. C.; Soares, S. F.; Abreu, P. R.; Jeus,
constituents with®®™Tc and protecting bacterial M- Brfito, L. C. Berardo-Filho, M. (2007),

. L . Protective effect of an aqueous extract of.
cultures agaln_st oxidative damage induced by Harpagophytum procumbenspon Escherichia coli
stannous chloride.

strains submitted to the lethal action of stannous
chloride. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand)53, 923-
927.

ACKNOWLEDGMENTS Bao, X. F.; Wang, X. S.; Dong, Q.; Fang, J. N.; Li,
X..Y. (2002), Structural features of immunologigall

This research was supported IBundacido de active polysaccharides fronanoderma lucidum
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeirg PhytOCheK‘A'Sth_g* 275‘181' A S Rocha G. S.
(FAPERJ), Conselho Nacional de Penaroz, M. L., Fonseca, A. . Rocha, . S

D Vi i Cientifi T 160i Frydman, J. N.; Rocha, V. C.; Pereira, M. O,
esenvolvimento ientifico e ecnologico Bernardo-Filho, M. (2008), Cinnamomum

(CNPq), Universidade do Estado do Rio de zeyjanicum extract on the radiolabelling of blood

Janeiro(UERJ) and The Open University (OU). constituents and the morphometry of red blood cells
In vitro assayAppl Radiat 1s01.66, 139-146.

Bernardo-Filho, M.; Moura, |.; Boasquevisque, E.

RESUMO (1983), 99mtechnetium-labeled red blood cells "in

vitro”. Arq BiolTecnol, 26,455-461.
gao, L. Z.; Lin, Z. B. (2003), Comparison of théeets

Este estudo avaliou efeitos de um extrato d .
of polysaccharides from wood-cultured and bag-

Ganoderma lucidum(reishi) na marcacdo de . .
tituint ¢ 5Ci0-99 cultured Ganoderma lucidumon murine spleen

ngns ituintes sangum(_aoAs _com  {ecnecio-99m lymphocyte proliferation in vitroActa Pharm Sin
(""Tc) e na sobrevivéncia de culturas de 3gg5.97
Escherichia colitratadas com cloreto estanoso.g|.pemerdash, F. M.; Yousef, M. I.; Zoheir, M. A.
Amostras de sangue de raWfsstarforam tratadas ~ (2005), Stannous chloride induces alterations in
com extrato de reishi, o procedimento de enzyme activities, lipid peroxidation and
radiomarcacdo foi realizado, plasma (P), células h_istopathology in male r_abbit: antioxidant role of
sangiiineas (CS) e fracbes insoltvel (FI) e solavelvitamin C. FoodChem Toxicol 43, 1743-1752.
(FS) de P e CS foram separadas e a radioatividafighseca, A. S.; Frydman, J. N.; Rocha, V. C.;
foi contada para determinacdo das porcentagens dgernardo-ﬁmo, I '\l/') i (200?'bl A%etylsa“tc.%"'c taCId'th
radioatividade (%ATI). Culturas d&scherichia ecreases the Jabeling ot blood constituents wi

. technetium-99mActa Biol Hung, 58, 187-198.
coli AB1157 foram tratadas com cloreto estanoso
na presenca e auséncia do extrato de reishi.

Braz. arch. biol. technol. v.51 n. special: pp.-152, Dec. 2008



162 Agostinho, R. T. et al.

Frydman, J. N. G.; Rocha, V. C.; Benarroz, M. 0.;0lds, G. D.; Cooper, G. S.; Chak, A.; Sivak, M. J.
Rocha, G. S.; Pereira, M. O.; Fonseca, A. S.; Chitale, A. A.; Wong, R. C. (2005), The vyield of
Bernardo-Filho, M. (2008a), Assessment of effets o bleeding scans in acute lower
a Cordia salicifolia extract on the radiolabeling of gastrointestinalhnemorrhagéClin Gastroenterol.39,
blood constituents and on the morphology of red 273-277.
blood cells.J Med Foodin press Presta, G. A.; Fonseca, A. S.; Bernardo-Filho, Mari

Lima, E. A.; Diré, G.; Mattos; D. M.; Freitas, R.;S  (2007), A Chrysobalanus icaco extract alters the
Gomes, M. L.; de Oliveira, M. B.; Faria, M. V.; éa| plasmid topology and the effects of stannous ctidori
R. L.; Bernardo-Filho, M. (2002), Effect of an eadt on the DNA of plasmidskRev Bras Farmacognl?,
of cauliflower (leaf) on the labeling of blood elens 331-335
with technetium-99m and on the survival of Saha, G. B. (2004), Fudamentals of nuclear pharmacy
Escherichia coli AB1157 submitted to the treatment Springer Verlag, New York.
with stannous chloridd=ood Chem Toxical40, 919- Verdu, J.; Martinez, A.; Anton, M. A.; Munozm J. M.

923. Riera, M.; Jover, R.; Caballero, O. (2005), Inceshs
Lin, Z. B. (2005), Cellular and molecular mecharssm thallium-201 uptake and Tc-99m red blood cell
of immuno-modulation by Ganoderma lucidum. accumulation in hemangiom&lin Nucl Med., 30,

Pharmacol Scj 99, 144-153. 25-26.
Lin, Z. B.; Zhang, H. N. (2004), Anti-tumor and
immunoregulatory activities oGGanoderma lucidum Received: August 26, 2008;

Revised: September 11, 2008;

and its possible mechanism&cta Pharmacol Sin Accepted: September 15, 2008,

25, 1387-1395.

Luria, S. E.; Burrous, J. W. (1957), Hybridization
betweenE. coli and Shigella J Bacteriol, 74, 461-
476.

Braz. arch. biol. technol. v.51 n. special: pp.-152, Dec. 2008



4 .COMENTARIOS, CRITICAS E CONCLUSOES.

A experiéncia como Professora do curso de pos graduacdo em Medicina
Tradicional Chinesa - Rio de Janeiro durante 5 anos despertou o interesse da
autora desse estudo na busca por uma maior qualificacdo profissional e
experiéncia cientifica no curso de mestrado.

Com o objetivo de compreender de forma mais ampla os efeitos produzidos
por produtos naturais iniciamos com 0S experimentos com o0 extrato
Ganoderma lucidum, que é um extrato utilizado em Medicina Tradicional
Chinesa.

Este trabalho teve como base inicial os estudos de biodistribuicdo do
pertecnetato de sodio e a morfometria das hemécias expostas ao extrato
estudado, posteriormente a metodologia foi alterada, para que sua execucéo
pudesse ser em tempo habil para estudos de marcacdo com tecnécio-99m e
experimentos com cultura bacteriana, analisando a atuagdo do extrato,
padronizando os seus elementos através da analise da espectrometria.

Com parte dos resultados obtidos com os estudos com o Reishi elaboramos
um artigo, intitulado “O efeito do extrato de Ganoderma lucidum na marcagéo
dos constituintes sanguineos com tecnécio- 99m e na sobrevivéncia de
Escherichia coli, publicado na “Brazilian Archives of Biology and Technology”,
Qualis Internacional C, o que abrange a metodologia utilizada para o
desenvolvimento dessa etapa do projeto.

Ao concluirmos nosso estudo, verificamos que compostos quimicos
existentes nos extratos estudados sdo o0s responsaveis pelos efeitos

produzidos e que caracterizam o mecanismo de acao da planta medicinal nos



diferentes niveis de organizacdo estrutural, da molécula a célula e ao tecido
biolégico.

Estudos com radiofarmacos séo de elevada importancia para profissionais de
saude que utilizam os exames da medicina nuclear para tratamento e
diagnéstico de diversas doencas como os médicos e os fisioterapeutas. O
fisioterapeuta € profissional de nivel superior que prescreve, ministra e
supervisiona terapia fisica com o objetivo de presenciar, manter, desenvolver
ou restaurar a integridade de um 06rgao, sistema ou funcédo do corpo humano,
através de terapias fisicas e terapias cinéticas. Para um bom éxito do
tratamento utilizado o fisioterapeuta necessita de exames complementares que
fornecam informacfes precisas para diagnéstico e acompanhamento da
evolucéo do tratamento de um paciente como os exames da medicina nuclear
utilizados na avaliagcéo por imagem.

Através deste estudo acreditamos haver contribuido para que os
profissionais da &rea da saude, e entre eles o fisioterapeuta, tenham novos
parametros sobre os efeitos das plantas medicinais estudadas sobre o
organismo humano, correspondendo as nossas expectativas.

Deseja-se também que as informacgdes levantadas por esta pesquisa sirvam
de ponto de partida para novos estudos sobre a avaliagdo de outros
mecanismos de ag¢do no organismo vivo, favorecendo modos de acdo em
pacientes que estejam utilizando produtos naturais e venham realizar exames
de medicina nuclear.

As plantas medicinais vém sendo utilizadas em larga escala no ocidente. Os
estudos sao fundamentais para que ocorra maior credibilidade no mecanismo

de acéo e aplicabilidade na clinica. O Ganoderma lucidum (Reishi) é utilizado a
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muitas décadas no oriente como fortalecedor da imunidade, porém os estudos
sobre 0 seu mecanismo de a¢ao s6 recentemente tem sido mais publicados.

A vivéncia como educadora estimulou a busca do conhecimento através do
método cientifico. A experiéncia no Curso de Mestrado e a aquisicdo de novos
conhecimentos poderdo ser relevantes para acoes em projetos futuros junto a
grupos de pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e na

orientacdo de novos alunos nos programas de pés-graduacao.
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APENDICE

Medidas espectrofotométricas:

tempo 0

0.720 +
0.640
0.560
0.480
0.400 +

0.320 1

absorbancia

0.240

0.160 +

0.080 +

O PO DD DD S o O S & O B O
- S SN N U VA I I i O S I S S

P
comprimento de onda(nm)

Analise espectrofotométrica do extrato a 3.5 mg/ml foi realizada. Um pico de absorbéncia (0,56+0,01) foi

obtido a 255 nm e foi usado como um marcador da reproducibilidade da preparacdo do extrato.
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ABSTRACT

Clinical evaluations have been made possible with radiobiocomplexes marked
with tecnecium-99m (99mTc). Natural or synthetic drugs are able to interfere in
the marking of blood structures with 99m Tc. Also, the toxicity of several natural
products has been described. The aim of this study was evaluating the effect of
an extract of Ganoderma lucidum (Reishi) in the marking of blood constituents
with 98m Tc and in the survival of Escherichia coli. Blood samples from Wistar
rats were treated with reishi extract. Radiomarking procedure was performed.
Samples of plasma (P), blood cells (CS), and insoluble (FI) and soluble (FS)
fractions of P and CS were separated and the radioactivity was counted to
determine radioactivity percentages (%ATI). Escherichia coli AB1157 cultures
were treated with stannous chloride in the presence and absence of the reishi
extract. Blood samples and bacterial cultures treated with NaCl 0.9% were used
as controls. Data indicated that the reishi extract has significantly altered
(p<0,05) the %ATI of P, CS, FI-P, FS-P, FI-CS e FS-CS, as well as it has
increased survival of bacterial cultures treated with stannous chloride. Our
results suggest that the Reishi extract would be able to present a redox/ chelant
action by altering blood constituent marking with 99mTc and by protecting
bacterial cultures against stannous chloride-induced oxydating lesions. The
study had a multidisciplinary character, with the participation of the following
areas of knowledge: Biophysics, Radiobiology, Botanics, Phytotherapy, and
Hematology.

Key words: red blood cells; plasma; proteins; tecnecium-99m;

radiobiocomplexes; rats; Ganoderma Lucidum, Reishi.



