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II--  RReevviissãão o dda a LLiitteerraattuurraa  
 



 

  

I.1 Considerações Iniciais 

 

O evento mutacional tem se tornado, de maneira crescente, alvo de 

avaliação científica. A relevância desta observação foi sustentada quando a 

associação entre mutação e câncer se tornou evidente (Loeb e Loeb, 2000). 

Considerando o fato de que a formação de tumores é um processo complexo, que 

envolve várias etapas, muitas das quais de origem epigenéticas, não se sabe, até 

o momento, em que extensão os fatores ambientais exerceriam papel significante 

no surgimento de mutações. Por outro lado, uma série de dados experimentais 

sobre mutagênese e carcinogênese química mostra que compostos mutagênicos 

são altamente importantes no desencadeamento do processo carcinogênico (De 

Flora e Ramel, 1988). 

Doll e Peto (1981) e Doll (1992) demonstraram que a grande maioria dos 

tipos de câncer humano é causada por agentes químicos ligados ao hábito de 

fumar, ao estilo de vida e à dieta. Desde então, surgiram importantes avanços 

sobre os mecanismos pelos quais muitos desses carcinógenos químicos levam ao 

surgimento de células neoplásicas em seres humanos, possibilitando, assim, a 

criação de bases para prevenção e tratamento de diversos tipos de câncer (De 

Flora, 1988; Rogers et al., 1993; Tanaka, 1997). 

Atualmente, o estudo e a identificação de compostos naturais presentes na 

dieta humana, os quais podem prevenir danos genéticos induzidos por mutágenos 

e/ou carcinógenos têm assumido grande importância (Heddle et al., 1999; Boyle 

et al., 2000; Hanausek et al., 2003; Ferguson et al., 2005; Hoensch e Kirch, 2005). 

Dessa forma, a quimioprevenção do câncer é uma ferramenta importante para 



 

  

melhorar a qualidade de vida de populações humana, considerando que 

estratégias para a prevenção do câncer, envolvendo a redução ou eliminação da 

exposição humana a alguns fatores de risco nem sempre são possíveis (Willet, 

1995, 2002). Assim, compostos com atividade antimutagênica e/ou 

anticarcinogênica, presentes na natureza, que sejam de fácil obtenção, são de 

grande relevância para a saúde pública e uma alternativa para a redução das 

taxas de neoplasias (Suaeyun et al., 1997). 

 Dados da literatura mostram, por exemplo, que dietas contendo 

quantidades substanciais de vegetais e frutas podem reduzir a incidência de 

câncer em uma porcentagem significativa (Steinmetz e Potter, 1996; Pool-Zobel et 

al., 1997; Murillo e Mehta, 2001; Collins et al., 2003; Liu, 2003). Neste contexto, 

torna-se essencial o desenvolvimento de estratégias nutricionais, as quais 

protejam o homem contra danos ao DNA e, principalmente, contra o 

desenvolvimento de câncer (Niederberger et al., 2000; Surh e Ferguson, 2003).  

O crescente interesse científico, nos últimos anos, e a perspectiva de uma 

valorização do cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (= Agaricus blazei 

Murrill ss. Heinem.) como fonte natural de substâncias antitumorais e 

potencialmente antimutagênicas, vêm contribuindo para a afirmação definitiva de 

interesse pelo estudo dos efeitos protetores deste cogumelo contra diferentes 

agentes químicos, em sistemas-teste próximos ao organismo humano.  

 

 

 

 



 

  

I.2 Mutação e Câncer 

 

Freqüentemente, o DNA sofre agressões por substâncias exógenas e 

endógenas. No entanto, as células possuem sistemas enzimáticos capazes de 

reparar a grande maioria desses danos. Embora esses sistemas sejam eficientes, 

algumas lesões, ou mesmo erros espontâneos durante a replicação do DNA, não 

são reparados, podendo resultar em um evento mutagênico. Esse evento pode 

corresponder à etapa de iniciação do processo carcinogênico (Tucker e Preston, 

1996; Ramel, 1984). 

 O processo carcinogênico pode ser dividido em pelo menos quatro etapas: 

iniciação, promoção, progressão e manifestação (Pitot, 1989, 1993; Sugimura, 

1992). A etapa de iniciação corresponde à interação de agentes (físicos, químicos 

ou biológicos) com o DNA da célula alvo, levando, após um ciclo de divisão 

celular, a um dano permanente e irreversível, que se caracteriza pela alteração do 

material genético (mutação) sem, no entanto, provocar alterações fenotípicas 

evidentes; esta situação pode permanecer em latência durante anos até a etapa 

seguinte: a promoção. A etapa de promoção envolve expansão clonal de células 

iniciadas, geralmente associada com alterações morfológicas e/ou mudanças 

fenotípicas, isto é, ocorre a expressão fenotípica da mutação induzida na 

iniciação. Na etapa de progressão, a neoplasia maligna é expressa 

fenotipicamente em nível histológico, caracterizando-se pela instabilidade do 

genoma.  Esta etapa fornece o substrato biológico para a última etapa da 

carcinogênese, que é a manifestação clínica do câncer (Pitot, 1989, 1993; Pitot e 

Dragan, 1991). 



 

  

 Sabendo que o processo de carcinogênese se dá em várias etapas e 

conhecendo os eventos biológicos que ocorrem em cada uma delas, torna-se 

possível à interferência sobre tais eventos, a fim de prevenir, minimizar ou 

interromper o desenvolvimento neoplásico (Suaeyun et al., 1997). 

 

I.3 Quimioprevenção 

 

Muitos estudos experimentais, além de dados epidemiológicos, atribuem a 

maioria dos casos de câncer a fatores relacionados ao estilo de vida, incluindo 

fatores nutricionais (Ooi e Liu, 2000; Lippman e Hong, 2002; Shukla e Gupta, 

2005). Dentre estes, a dieta seria um dos principais fatores para vários tipos de 

câncer. O oposto também é válido, já que vários estudos têm apresentado 

evidências consistentes de que muitas substâncias presentes nos alimentos e na 

natureza oferecem proteção contra alguns casos de câncer (Reddy, 1996; 

Verhoeven et al., 1997; Verhagen et al., 1997; DeMarini, 1998; Liu, 2004; 

Hoensch e Kirch, 2005). 

A quimioprevenção do câncer pode ser definida como prevenção, inibição 

ou reversão do processo carcinogênico, através do favorecimento do consumo de 

agentes protetores, que podem ser ou não constituintes naturais da dieta (Kelloff 

et al., 2000; Kelloff e Steel, 2005; De Flora e Fergunson, 2005). Atualmente, uma 

série de pesquisas que buscam utilizar produtos naturais, associados a 

tratamentos tradicionais, que venham minimizar ou inibir a incidência de câncer, 

tem sido destacada (Mitscher et al., 1996; Hanausek et al., 2003).   



 

  

Alguns estudos têm demonstrado a ocorrência de constituintes naturais 

com potencial antimutagênico e/ou anticarcinogênico (Lohman et al., 1991). A 

ação antimutagênica e anticarcinogênica do β-caroteno foi identificada tanto em 

estudos in vivo como in vitro (Moreno et al., 1991, 1995; Salvadori et al., 

1992,1994). Flavonóides são conhecidos possuir atividade antimutagênica, 

anticarcinogênica e antioxidante (Hoensch e Kirch, 2005).  

Desse modo, estudos realizados na área de quimioprevenção tornam 

possível a identificação de novos agentes que inibem o processo de 

carcinogênese em qualquer de suas várias etapas.  

 

I.4 Antimutagenicidade 

 

A dieta é uma mistura complexa de agentes químicos, entre os quais vários 

compostos foram identificados como antimutagênicos efetivos em sistemas in vivo 

e in vitro (Potter e Steinmetz, 1996; Park e Surh, 2004). Atualmente, numerosos 

estudos demonstram o grande interesse na identificação e quantificação de 

compostos antimutagênicos naturais, presentes na dieta humana, com o objetivo 

de reduzir a taxa de mutações espontâneas ou induzidas e, subseqüentemente, 

reduzir a incidência de câncer (Bárta et al., 2000; Lohman et al., 2001; Surh e 

Fergunson, 2003; De Flora e Fergunson, 2005).  

O termo antimutagênico tem sido usado para designar vários agentes 

inibidores de mutação, e incluem tanto os desmutagênicos quanto os 

bioantimutagênicos. De acordo com Kada et al. (1986), os agentes 

desmutagênicoss atuam diretamente sobre os mutágenos através de reações 



 

  

químicas, enzimáticas e adsorção, por meio de substâncias de alto peso 

molecular, como fibras, inibindo a ativação metabólica e as reações químicas que 

geram mutágenos. Verhagen et al. (1997) acrescentaram que os desmutágenos 

atuam, em sua maioria, em nível extracelular. 

Os agentes bioantimutagênicos, por sua vez, podem agir como promotores 

do sistema de reparo do DNA, impedindo a fixação do dano no DNA (Kada et al., 

1982). Waters et al. (1990) citam que os bioantimutágenos atuam principalmente 

no sistema intracelular, e podem agir aumentando a atividade de enzimas de 

detoxificação, reagindo com compostos eletrofílicos ou ainda capturando radicais 

livres. 

Vários estudos têm demonstrado a existência de inúmeros mecanismos de 

antimutagenicidade, entre eles: a) a prevenção da formação de metabólitos 

mutagênicos; b) a interdição dos agentes mutagênicos pelas enzimas ou pelos 

componentes celulares dos tecidos; c) a neutralização das lesões pré-

mutagênicas; e d) a modulação dos mecanismos que aumentam a inativação 

metabólica de compostos mutagênicos (Antunes, 1997). 

A aplicação prática da utilização de agentes antimutagênicos e/ou 

anticarcinogênicos é ainda dificultada pelo fato de muitos deles também 

possuírem efeitos colaterais, sob certas condições. Assim, um maior número de 

estudos que proporcionam um melhor entendimento, seja do ponto de vista 

fisiológico, ou molecular, dos mecanismos de ação desses inibidores, levará a 

uma melhor análise do risco/benefício, e seleção desses agentes para 

quimioprevenção do câncer e de outras doenças relacionadas a eventos 

mutagênicos. 



 

  

Dentre os agentes que vêm sendo avaliados quanto ao potencial 

quimioprotetor para o câncer, o cogumelo comestível Agaricus brasiliensis tem 

despertado especial atenção devido suas propriedades medicinais (Wasser et al., 

2002) e por possuir em sua composição química compostos com atividade 

antimutagênica e/ou antitumoral (Kawagishi et al., 1989, 1990; Mizuno et al., 

1990a,b; Itoh et al., 1994; Ebina e Fujimiya, 1998; Fujimiya et al., 1998; Stamets, 

2000; Mizuno, 2002; Eira et al., 2005).  

 

I.5 Cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al 

 

Desde a Antigüidade, os cogumelos comestíveis eram conhecidos por seu 

elevado valor nutritivo e terapêutico. Agaricus brasiliensis S. Wasser et al (= A. 

blazei Murrill ss. Heinem.), popularmente conhecido como “Himematsutake”, é um 

dos mais recentes cogumelos comestíveis e medicinais estudado. Originário do 

Brasil, mais especificamente da Mata Atlântica do sul do Estado de São Paulo, o 

cogumelo Agaricus brasiliensis foi descoberto casualmente em Tapiraí, região de 

Piedade – SP, e levado ao Japão, na década de 70.  Das várias frações já 

extraídas do A. brasiliensis, muitas substâncias de grande valor nutritivo foram 

determinadas, como: aminoácidos essências, vitaminas e sais minerais (Figura 1).  

Estudos sobre a composição de seu corpo de frutificação têm indicado a 

existência de alguns compostos com ações imunoestimuladoras, antimutagênicas 

e anticarcinogênicas (Kawagishi et al., 1989, 1990; Itoh et al., 1994; Osaki et al., 

1994; Mizuno et al., 1995, 1999; Cho et al., 1999; Fujimya et al., 1999, 2000; 

Reshetnikov et al., 2001; Tsuchida et al., 2001; Mizuno, 2002, Ebina, 2005).   



 

  

Mizuno et al. (1995) relataram a atividade antitumor caracterizada pela 

inibição do crescimento do sarcoma 180 em camundongos, devido às 

propriedades imunomoduladoras de complexos proteico-polissacarídicos. Em 

1997, Ito et al. concluíram que a inibição do crescimento de tumores pelo 

complexo proteico-polissacarídico (ATOM – antitumor organic substance Mie), 

preparado a partir do A. brasiliensis (Iwade strain 101), promovia a ativação do 

sistema complemento (C3) e estimulação da atividade fagocítica. Além de ativar o 

sistema imunológico, foi ainda descrito que o A. brasiliensis contém uma 

proteoglucana solúvel (ATF – acid-treated fraction) que não só possui efeito 

antitumoral seletivo indireto, mediado por ativação de células natural killer, mas 

um efeito direto inibindo o crescimento de células tumorais, in vitro, pela indução 

de apoptose (Fujimiya et al. 1998). 

Até o final do século passado, apenas um estudo, em bactéria (teste de 

Ames), sugeria o potencial antimutagênico do cogumelo A. brasiliensis (Osaki et 

al., 1994). As frações que apresentaram atividades antimutagênicas no teste de 

Ames foram denominadas IIa, IIb, IIc e IId, sendo o ácido linoléico a substância 

responsável pela atividade antimutagênica da fração IIa, e o ácido 13-hidroxi-cis-

9-trans-11octadecadienóico (13ZE-LOH) pela atividade antibactericida da fração 

IIb (Osaki et al., 1994). As substâncias químicas responsáveis pelas atividades 

antimutagênicas das frações IIb, IIc e IId não foram identificadas.   

As atividades mutagênicas e antimutagênicas de soluções aquosas 

preparadas a partir de uma mistura de linhagens do cogumelo A. brasiliensis 

foram avaliadas por Delmanto et al. (2001) em células de medula óssea de 

camundongos pré-tratados com as soluções e posteriormente com o agente 



 

  

mutagênico ciclofosfamida (CP) e, por Menoli et al. (2001) em células de pulmão 

de hamster Chinês (V79), in vitro, contra a mutagenicidade do 

metilmetanosulfonato (MMS). Recentemente, estudos envolvendo a modulação 

de mutações induzidas quimicamente ao DNA, utilizando soluções aquosas ou 

extratos orgânicos de linhagens isoladas do A. brasiliensis, in vitro, foram 

publicados por Oliveira et al. (2002), Luiz et al., (2003) e Bellini et al., (2003, 

2005). 

Efeito anticarcinogênico A. brasiliensis foi observado por Barbisan et al. 

(2002, 2003) e Pinheiro et al. (2003) utilizando soluções aquosas do cogumelo ou 

cogumelo incorporado à dieta contra a carcinogênese induzida quimicamente no 

fígado de ratos Wistar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: COPERCOM: Cooperativa dos Produtores de Cogumelos de Sorocaba (1999) 

 

Figura 1- Composição média do cogumelo Agaricus brasiliensis desidratado. 

 

 

COMPONENTES 

% (mg/kg) 

Água                        
7,5 
Proteínas               
36,7 
Gordura                   
3,4 
Fibras                      6,8 
Cinzas                     7,3 
Açúcares               38,3 

Fósforo                                   939,0 
Ferro                                        18,2 
Cálcio                                       41,6 
Vitamina B1                              0,48 
Vitamina B2                              2,84 
Vitamina D (Ergosterol)          354,0 
Niacina                                     40,9 
β-glucano                               30-60  
mg/g 



 

  

I.6 Modelos para avaliação de danos no DNA 

 

I.6.1 Teste do micronúcleo 

 

O teste do micronúcleo (MN) é amplamente utilizado para avaliação de 

anomalias cromossômicas induzidas por agentes clastogênicos e/ou aneugênicos 

(MacGregor et al., 1987; Ribeiro et al., 1993; Hayashi et al., 1994). De acordo com 

Sarto et al. (1987), os micronúcleos originam-se de fragmentos cromossômicos 

acêntricos ou de cromossomos inteiros que se atrasam na migração para os pólos 

da célula, durante a anáfase. Essas estruturas são tipicamente arredondadas e 

possuem cor e textura semelhante ao núcleo principal. O teste do micronúcleo 

pode ser empregado para a avaliação do potencial mutagênico de agentes físicos, 

químicos e biológicos em células de vários órgãos, in vivo (MacGregor et al., 

1987), além de poder ser utilizado em modelos in vitro (Fenech e Morley, 1985). 

Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrócitos de medula óssea de 

camundongo (Schmid, 1976), mas é também realizado em ratos (George et al., 

1990). Da mesma maneira, pode ser realizado em outros órgãos-alvo, por 

exemplo, o fígado (Igarashi et al., 1997; Ohsawa et al., 2000). 

Assim, a presença de MN pode ser uma indicação prévia de aberrações 

cromossômicas estruturais ou numéricas que ocorreram em algum momento do 

ciclo de vida das células-mãe (Carrano e Natarajan, 1988; Heddle et al., 1991; 

Hayashi et al., 1994).  

 

 



 

  

I.6.2 Teste do Cometa 

 

O teste do cometa é uma metodologia bastante útil para estudos de 

detecção de danos no DNA, induzidos por uma variedade de agentes em uma 

variedade sistemas in vivo e in vitro (Hartmann e Speit, 1997; Miyamae, et al., 

1997; Collins, 2004; Hartmann et al., 2004). 

 Östling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica 

de microeletroforese em condições neutras para detecção de danos em células 

individualizadas. Entretanto, o uso de condições neutras para a eletroforese era 

um fator limitante do ensaio, pois permitia apenas a detecção de quebras de fita 

dupla de DNA. Assim, Singh et al. (1988) propuseram que a eletroforese fosse 

conduzida em condições alcalinas (pH>13). Nesse pH, o aumento de migração do 

DNA está associado a quebras de fita simples e duplas, sítios alcali-lábeis e à 

expressão de sítios com reparo incompleto. Devido à maioria dos agentes 

genotóxicos induzir mais quebras de fitas simples e sítios alcali-lábeis do que 

quebras de fita dupla, a versão alcalina do ensaio oferece maior sensibilidade 

para detecção de agentes genotóxicos.  

O teste do cometa apresenta vantagens como simplicidade e rapidez na 

condução, sensibilidade para detecção de baixos níveis de dano, análise em nível 

de célula individualizada, pequeno número de células para análise, podendo ser 

aplicado em qualquer célula eucariótica e não necessitando de células em 

proliferação. Dessa forma, o teste do cometa, por se tratar de uma técnica que 

pode ser utilizada em estudos de toxicogenética, reparo de DNA, monitoramento 

ocupacional e ambiental e epidemiologia humana, tem sido amplamente 



 

  

empregado em estudos de mecanismos de mutagênese e carcinogênese (Tice, 

1995; Collins et al., 1997; Speit e Hartmann, 1999; Moller et al., 2000; Tice et al., 

2000; Hartmann et al., 2004). 

 

I.6.3 Teste dos focos de criptas aberrantes 

 

Entre os biomarcadores da carcinogênesse do cólon, destacam-se os 

marcadores de proliferação celular e os marcadores morfológicos, como as 

alterações estruturais precoces da mucosa, denominadas criptas aberrantes. As 

criptas aberrantes foram primeiramente descritas por Bird (1987) no cólon de 

roedores tratados com cancerígenos químicos e, mais tarde, por Pretlow et al. 

(1991), no cólon de pacientes com adenocarcinomas. Acredita-se que as criptas 

aberrantes sejam a expressão morfolólogica das alterações da proliferação e 

diferenciação celular que ocorrem devido a alterações da zona proliferativa das 

criptas durante o processo de carcinogênese do cólon. As criptas aberrantes 

podem ser identificadas isoladas ou em focos na mucosa do cólon, sendo 

designados focos de criptas aberrantes (FCA) (Tudek et al., 1989). Os FCAs  são 

observados, com maior freqüência, no cólon médio e distal, tanto em roedores 

como no homem (Di Gregório et al., 1997; Silva, 1999; Bononi et al., 2000).  

As criptas aberrantes no cólon de roedores são lesões pré-neoplásicas, 

consideradas como biomarcadores em testes de média duração para avaliação 

do potencial cancerígeno de agentes químicos, bem como para a identificação de 

quimioprotetores para o câncer (Bird, 1995; Hambly et al., 1997; Kim et al., 1998; 

Schmelz et al., 2000, Bazo et al., 2002; Agner et al., 2005). O número de focos de 



 

  

criptas aberrantes (FCA) reflete, fenotipicamente, o número de lesões iniciais do 

processo cancerígeno da mucosa colônica, uma vez que existe uma relação entre 

a exposição ao cancerígeno e o número de FCA (McLellan et al., 1991a,b). Por 

outro lado, é sugerido que os focos com maior número de criptas aberrantes 

possuem maior risco de se transformar em neoplasia de cólon, pois refletem o 

processo de proliferação das lesões iniciais (Shirtiliff e Bird, 1996). Desta maneira, 

o número de criptas por foco é um parâmetro que pode indicar, com certa 

precisão, o risco para o desenvolvimento tumoral (Corpet et al., 1990; Pretlow et 

al., 1992; Bird e Good, 2000). 

 

I.7 Estudos in vitro 

 

  Atualmente, uma grande expansão no uso de sistemas in vitro para estudar 

metabolismo de drogas tem sido documentado. Devido à simplicidade dos 

ensaios in vitro, estes são muito úteis no estudo de fatores que influenciam a 

farmacocinética e metalização de drogas (Lin, 1998). Os ensaios in vitro, que 

utilizam células de mamífero, têm a vantagem de possuir maior similaridade com 

o sistema humano e, conseqüentemente, com mutações importantes na etiologia 

de doenças degenerativas como o câncer e outras doenças genéticas. 

Nos ensaios in vitro, utilizando cultura de linfócitos humanos ou linhagens 

celulares, como as de ovário de hamster Chinês (CHO), existe o problema da 

metabolização de drogas, uma vez que as células em cultura perdem a 

capacidade de metabolização dos compostos químicos. Assim, muitos 

laboratórios usam a fração S9 (fração microssomal de fígado de ratos tratados 



 

  

com Aroclor 1254) para refletir o processo de ativação metabólica que ocorre in 

vivo (Wiebel et al., 1980; Galloway et al., 1994).  Recentemente, Knasmüller et al. 

(2004) publicaram uma revisão com uma linhagem celular humana, conhecida 

como células de hepatoma humano (HepG2). Essa linhagem celular possui a 

capacidade de manter a maioria das funções dos hepatócitos humano, mimetiza o 

processo de toxificação/detoxificação que ocorre in vivo e reflete o metabolismo 

de genotóxicos melhor que os testes de mutação gênica em bactérias e células 

metabolicamente incompetentes (CHO, V79) (Natarajan e Darroudi, 1991; Rueff 

et al., 1996; Knasmuller et al., 1998). 

 Os resultados obtidos in vitro são de fundamental importância para os 

experimentos in vivo, uma vez que fornecem dados sobre o grau de toxicidade, 

indica se a droga lesa o DNA (direta ou indiretamente), se as células são capazes 

de absorver a droga e se esta consegue atingir o DNA, além de revelar as 

concentrações ideais para experimentação (Kirkland e Muller, 2000). 

 

I.7.1 Células de ovário de hamter Chinês (CHO) 

 

 A linhagem de células CHO-k1 foi derivada de um subclone de uma 

linhagem iniciada de células CHO de uma biópsia de ovário de hamster Chinês 

adulto, por Puck et al. (1958). Essas células possuem morfologia epitelial e 

crescem aderidas no meio de cultivo (Kao e Puck, 1968). As células CHO-k1 são 

consideradas metabolicamente incompetentes por serem desprovidas de enzimas 

envolvidas na biotransformação de xenobióticos (Galloway et al., 1994).  



 

  

Segundo Knasmüller et al. (2002), aproximadamente 25.000 artigos em 

antimutagênese e anticarcinogênese têm sido publicados nos últimos 20 anos, 

sendo que a maioria dos estudos utiliza ensaios de mutagenicidade in vitro 

convencional, ou seja, com bactéria ou linhagens celulares estabelecidas (CHO, 

V79). Schwab et al. (2000) observaram que num total de 301 estudos publicados, 

279 foram em testes de mutagenicidade in vitro. Assim, os testes in vitro com 

linhagens celulares que requerem adição de uma mistura exógena de enzimas 

(S9), ainda são os métodos mais utilizados em estudos de antimutagenicidade. 

 

I.7.2 Células de hepatoma humano (HepG2) 

 

As células HepG2 foram isoladas em 1979 de um hepatoblastoma de um 

garoto argentino de 11 anos de idade (Aden et al., 1979). Possuem morfologia 

epitelial, semelhante às células do parênquima do fígado.  As células HepG2 

sintetizam e secretam muitas das principais proteínas plasmáticas de células 

normais de fígado humano (Knowles et al., 1980). Essas células conservam as 

atividades de várias enzimas de fase I e II, as quais representam um importante 

papel na ativação e detoxificação de xenobióticos, além de refletirem o 

metabolismo de tais compostos, in vivo, melhor que outros modelos 

experimentais, com células metabolicamente incompetentes ou misturas 

exógenas (S9) (Knasmüller et al., 1998). 

Dessa forma, as células HepG2 têm sido utilizadas, com sucesso, em 

muitos estudos de mutagenicidade/antimutagenicidade de constituintes da dieta 

(Knasmüller et al., 1998, Laky et al., 2002; Kassie et al., 2003; Mersch-



 

  

Sundermann et al., 2004; Majer et al., 2005) e são úteis na detecção de 

mecanismos de proteção, os quais não podem ser identificados em outros 

modelos in vitro (ex. células metabolicamente incompetentes) (Knasmüller et al., 

2002; Uhl et al., 2003). O mesmo é válido para o ensaio de 

genotoxicidade/antigenotoxicidade com células HepG2, o qual torna-se um 

método promissor para a detecção de agentes que inibem a indução de danos 

primários ao DNA. 

 

I.8 Agentes Químicos 

 

I.8.1 N-etil-N-nitrosuréia (ENU) 

 

O ENU (CAS No. 759-79-9) é um agente alquilante direto que promove a 

etilação de ácidos nucleicos in vitro e in vivo (Swann e Magee, 1971; Goth e 

Rajewsky, 1974 a,b; Lawley, 1974; Singer, 1975; Pegg, 1977). Este composto tem 

fórmula molecular C3H7N3O2 e peso molecular 117.1. 

O efeito mutagênico do ENU foi demonstrado em Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli, Drosophila melanogaster, plantas superiores e inferiores dentre 

outros organismos (Montesano e Bartsch, 1976; Neale, 1976). Além disso, efeitos 

do ENU sobre cromossomos humanos e de camundongos foram detectados em 

cultura de linfócitos e em medula óssea (Hitotsumachi et al., 1992).  O ENU, 

também, se mostrou positivo para o teste do cometa em fígado, pulmão, baço, 

rins e medula óssea de camundongos (Sasaki et al., 1997). 



 

  

O ENU foi estudado em muitas espécies animais (camundongos, ratos, 

hamster, coelhos, porcos e macacos) e em todas elas se mostrou mutagênico e 

carcinogênico (IARC, 1978), produzindo tumores benignos e malignos, 

dependendo da via de administração. 

 

I.8.2 N-metil-N-nitrosuréia (MNU) 

 

O MNU (CAS No. 684-93-5), um agente alquilante direto, pois não requer 

ativação metabólica, é um importante composto nitroso carcinogênico (IARC, 

1978). É solúvel em água e solventes orgânicos polares, e insolúvel em solventes 

orgânicos apolares, sendo altamente reativo e sensível à umidade e à luz. A sua 

decomposição gradual ocorre ao armazenamento prolongado, em temperatura 

ambiente, emitindo substância tóxica como óxidos de nitrogênio (HSDB, 2001). 

Atualmente, o MNU tem sido utilizado como agente quimioterápico em 

tratamento de câncer, sozinho ou em combinação com a ciclofosfamida. Efeitos 

mutagênicos em plantas foram estudados a uma dose baixa (IARC, 1972, 1978; 

HSDB, 2001) e seu efeito carcinogênico foi testado em todas as espécies animais 

(camundongos, ratos, hamsters Chinês e Europeu, porcos, coelhos, gerbils, 

cachorros e macacos), induzindo tumores benignos e malignos por diferentes vias 

de administração. Em relação à exposição ao MNU e surgimento de câncer no 

homem, não há existência de relatos comprovados, mas, devido às evidências de 

carcinogenicidade em animais de experimentação, é aceito dizer que o MNU é 

potencialmente carcinogênico para o homem (IARC 1972, 1978, 1987). 

 



 

  

I.8.3 N-dietilnitrosamina (DEN) 

 

A DEN (CAS No. 55-18-5) é uma substância volátil, sensível à luz, 

usualmente utilizada em experimentos de carcinogênese química. Esta 

nitrosamina é cancerígena em ratos, camundongos, hamsters, suínos e macacos, 

dentre outras espécies. A espécie animal e a via de administração influenciam os 

órgãos-alvo acometidos por lesões pré-neoplásicas e neoplásicas induzidas pela 

DEN, sendo o fígado e pulmão, aqueles com maior predileção (IARC, 1978).  

A DEN requer ativação metabólica para exercer atividade citotóxica, 

genotóxica e cancerígena. O mecanismo de ação cancerígena da DEN envolve a 

formação de metabólitos reativos, após sua biotransformação pelas isoenzimas 

do sistema microssomal P450, sendo este sistema, também, responsável pela 

inativação destes metabólitos. A presença dos metabólitos reativos acarreta a 

formação de adutos, que são potencialmente mutagênicos (Swenberg et al., 1991; 

Verna et al., 1996).  

A Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC, 1978, 1987) 

concluiu que a DEN é um agente carcinogênico para todas as espécies animais, e 

que há evidências suficientes para classificá-la como um provável cancerígeno 

para o homem, apesar da falta de dados epidemiológicos.  

 

I.8.4 N,N’–dimetilhidrazina (DMH)  

 

A DMH (CAS No. 57-14-7) é classificada como pró-cancerígeno, uma vez 

que necessita de ativação metabólica para se transformar em cancerígeno ativo. 



 

  

Estudos in vivo mostraram que esta substância é metabolizada a azometano, 

azoximetano, metilazoximetanol, metildiazônio e carbônio (LaMont e O’ Gorman, 

1978), que podem reagir com o DNA causando lesões genotóxicas (Bertam, 

1996; Whitekey et al., 1996).  

A administração da DMH a roedores produz reação inflamatória discreta e 

aumento da proliferação celular na mucosa do cólon (Krutovskikh e Turusov, 

1994). Aplicações sucessivas resultam na expansão contínua do compartimento 

proliferativo, levando ao aumento do número de células em fase de síntese de 

DNA (Deschner, 1974; Wargovich et al., 1996) e, conseqüentemente, à 

hiperplasia progressiva das criptas e hipertrofia da mucosa (Richards, 1977). 

Modelos experimentais utilizando a DMH têm permitido o estudo e a 

evolução do câncer de cólon, desde a sua fase inicial até o desenvolvimento de 

tumores. Além disso, esses modelos têm contribuído para a identificação de 

agentes moduladores do processo cancerígeno (Pool-Zobel et al., 1996; Hambly 

et al., 1997; Kim et al., 1998; Bazo et al., 2002; Agner et al., 2005). Desta forma, a 

avaliação do efeito do cogumelo Agaricus brasiliensis sobre os danos induzidos 

pela DMH pode fornecer informações importantes sobre seu potencial 

antimutagênico e anticancerígeno.  

 

I.8.5 Metilmetanosulfonato (MMS) 

 

O MMS (CAS No. 66-27-3) é um agente alquilante monofuncional, o qual 

atua diretamente em átomos de oxigênio e nitrogênio das bases do DNA, onde 

um extenso espectro de lesões no DNA é formado. Estas lesões são geralmente, 



 

  

bases alquiladas, fosfotriesters e sítios abásicos, os quais podem levar a quebras 

de fita simples no DNA (Mirzayans et al., 1988).  

 O MMS induz aumento na freqüência de danos ao DNA, mutação gênica, 

troca de cromátides irmãs e micronúcleo em cultura de células humana e de 

roedores, bem como de aberração cromossômica em células de roedores in vitro.   

Há evidências suficientes do potencial carcinogênico do MMS, além de ser 

considerado uma substância potencialmente mutagênica em sistema teste in vivo 

e in vitro (IARC, 1999).  
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IIIIII--  OObbjjeettiivvooss  
 



 

  

 Estudos com o cogumelo Agaricus brasiliensis apresentaram resultados 

sobre o seu potencial antimutagênico e antigenotóxico in vivo e in vitro. A 

avaliação do mecanismo da ação protetora do A. brasiliensis nos permitirá 

identificar o modo de ação responsável pelos efeitos biológicos deste cogumelo.  

Assim, o presente estudo teve os seguintes objetivos: 

  

ϖ  Avaliar o mecanismo de ação do cogumelo Agaricus brasiliensis sobre 

danos induzidos no DNA em células de múltiplos órgãos de ratos Wistar; 

 

ϖ  Avaliar a ação de diferentes extratos do cogumelo Agaricus brasiliensis em 

dois diferentes tipos de células, in vitro.  
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ABSTRACT 

 

Antimutagenicity studies in literature have shown that substances isolated 

from the  Agaricus brasiliensis mushroom S. Wasser et al. (= A. blazei Murrill ss. 

Heinem.) reduce mutation frequency in bacteria. Also in vivo and in vitro studies on 

aqueous solutions from this mushroom have shown reduced frequencies of 

induced mutations, however these action mechanisms are still unknown. The aim 

of this study was to evaluate the protector effect of an aqueous solution of A. 

brasiliensis (AB 99/29 lineage) in Wistar rat bone marrow, peripheral blood, 

bladder, colon, and liver. Different experimental protocols (micronucleus test, 

comet assay, and aberrant crypt foci test) were used for a more extensive 

evaluation of the chemopreventive effect of A. brasiliensis. Animals were treated 

with an aqueous solution (60ºC) and target organ agents (ENU, MNU, DMH, and 

DEN). Results indicated that A. brasiliensis aqueous solution did not have any 

mutagenic, genotoxic, or carcinogenic effects under test conditions. However an 

antimutagenic effect against ENU mutagenicity was seen in bone marrow cells, 

and there was a significant reduction in the number of DMH induced aberrant 

crypts per focus (4-6 crypts/focus) in the colon of animals post-treated with 

aqueous mushroom solution. Our results suggest that aqueous solution of A. 

brasiliensis (AB 99/29) may contain components which significantly reduce the 

frequency of micronucleated cells in Wistar rat bone marrow, and that they could 

have an effect on a post-initiation stage of the carcinogenesis process.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: mushroom, antimutagenicity, chemoprevention, micronucleus test, 

comet assay, aberrant crypt foci test . 



 

  

RESUMO 

 

Estudos de antimutagenicidade, relatados na literatura, mostram que 

substâncias isoladas do cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (= A. 

blazei Murrill ss. Heinem.) reduzem a freqüência de mutações em bactéria. Por 

outro lado, pesquisas com soluções aquosas desse cogumelo também indicam 

diminuição da freqüência de mutações induzidas, tanto in vivo como in vitro, mas 

o(s) seu(s) mecanismo(s) de ação ainda são desconhecidos. Dessa forma, 

avaliamos o efeito protetor de uma solução aquosa do A. brasiliensis (linhagem 

AB 99/29) em medula óssea, sangue periférico, bexiga, cólon e fígado de ratos 

Wistar. Diferentes protocolos experimentais (teste do micronúcleo, teste do 

cometa e teste de focos de criptas aberrantes) foram utilizados para uma 

avaliação mais ampla do efeito quimiopreventivo do A. brasiliensis. Os animais 

foram tratados com a solução aquosa (60º C), e com os agentes órgãos-alvo 

(ENU, MNU, DMH e DEN). Os resultados indicam que a solução aquosa do A. 

brasiliensis, sob as condições testadas, não revelou efeito mutagênico, genotóxico 

e carcinogênico. Entretanto, um efeito antimutagênico contra a mutagenicidade do 

ENU foi observado em células da medula óssea, bem como uma redução 

significativa no número de criptas aberrantes por foco (4-6 criptas/foco) induzidas 

pela DMH no cólon dos animais pós-tratados com a solução aquosa do cogumelo. 

Nesse contexto, nossos resultados sugerem que a solução aquosa do A. 

brasiliensis (AB 99/29) pode possuir compostos que reduzem significativamente a 

freqüência de células micronucleadas da medula óssea de ratos Wistar, e que os 

mesmos podem atuar numa etapa posterior à iniciação do processo de 

carcinogênese.   

 

 

 

 

 

Palavras chave: cogumelo, antimutagenicidade, quimioprevenção, teste do 

micronúcleo, teste do cometa e teste de focos de criptas aberrantes. 



 

  

 INTRODUÇÃO 

 

Os cogumelos comestíveis são reconhecidos como uma boa fonte de 

compostos bioativos, os quais podem ser benéficos para a saúde humana 

(Mizuno, 2002; Wasser et al., 2002). Atualmente, o principal efeito estudado dos 

cogumelos é a sua atividade antitumoral (Borchers et al., 1999, Reshetnikov et al., 

2001, Wasser et al., 2002). A maioria dos estudos relaciona a atividade 

antitumoral com a estimulação do sistema imune (Wasser e Weiss, 1999; Ebina, 

2005). Entretanto, dados sobre efeitos biológicos dos cogumelos são escassos, 

especialmente com relação à atividade antimutagênica (Grüter et al., 1991, Osaki 

et al., 1994).   

Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (= Agaricus blazei Murrill ss. Heinem.) 

é um cogumelo comestível originário do Brasil e, recentemente, tem recebido 

atenção especial devido às suas propriedades medicinais, incluindo os efeitos 

contra doenças de origem mutacional, como o câncer (Wasser et al., 2002). O 

efeito antimutagênico do A. brasiliensis, avaliado pelo teste de Ames, mostrou que 

várias frações isoladas do cogumelo inibiram a mutagenicidade do 

benzo[a]pireno, sendo o ácido linoléico o responsável por esse efeito em uma das 

frações isoladas (Osaki et al., 1994). Resultados experimentais envolvendo a 

modulação de mutações quimicamente induzidas ao DNA, utilizando soluções 

aquosas de uma mistura de linhagens do cogumelo A. brasiliensis foram 

publicados por Delmanto et al. (2001) e Menoli et al. (2001), em estudos in vivo e 

in vitro, respectivamente. Sob as condições testadas, os autores acima citados 

relatam que o cogumelo A. brasiliensis pode ser considerado um efetivo agente 



 

  

quimioprotetor, permanecendo seu modo e seu(s) mecanismo(s) de ação ainda 

desconhecidos.  

De acordo com Sasaki et al. (1998), a avaliação do mecanismo de ação de 

compostos quimioprotetores em múltiplos órgãos, de um mesmo animal, pode 

gerar informações importantes, considerando que os metabólitos gerados pelos 

mesmos podem agir de modo diferente, em diferentes órgãos. Assim, a utilização 

de diferentes biomarcadores em estudos de quimioprevenção pode fornecer 

informações a respeito do mecanismo de ação desses compostos, bem como 

auxiliar na identificação da etapa da carcinogênese em que eles estão atuando. 

  Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito protetor de uma 

solução aquosa do cogumelo A. brasiliensis (linhagem AB 99/29), preparada a 60º 

C, em sangue periférico, medula óssea e múltiplos órgãos (bexiga, cólon e fígado) 

de ratos Wistar, mostrando a importância do estudo em diferentes órgãos quando 

se utilizam agentes quimioprotetores, além de identificar um possível modo de 

ação do cogumelo A. brasiliensis.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais e ambiente de experimentação 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(protocolo nº. 277) da Faculdade de Medicina - UNESP, Botucatu-SP, Brasil. 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 6 semanas de idade, pesando em 

média 200g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 

(CEMIB) - UNICAMP, Campinas-SP, Brasil, e mantidos no Biotério do 



 

  

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina –UNESP, Botucatu-SP. Os 

animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno (6-8 animais por 

gaiola), recebendo ração basal peletizada (Purina) e água filtrada ad libitum, e 

permanecerão durante todo o período experimental sob condições controladas  

de temperatura  (22 ± 2oC), umidade relativa (55 ± 10%), ciclo de luz (12 horas 

claro/12 horas escuro) e exaustão contínua.  

 

Cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. 

O cogumelo A. brasiliensis (linhagem AB 99/29) foi fornecido em pó seco 

pelo Departamento de Produção Vegetal – Módulo de Cogumelos - Faculdade de 

Ciências Agronômicas – UNESP - Botucatu, SP, Brasil. Uma solução aquosa (5 

g/200 mL) foi preparada a 60º C, filtrada e armazenada em freezer até o momento 

do uso. A solução foi administrada aos animais, via oral (4 mL/dia/animal, por 

gavage) ou como água de beber, durante o período experimental.   

 

 Agentes químicos 

N-etil-N-nitrosuréia (ENU, CAS No. 759-79-9), N-metil-N-nitrosuréia (MNU, 

CAS No. 684-93-5), N’N-dimetilhidrazina (DMH, CAS No. 57-14-7) e N-

dietilnitrosamina (DEN, CAS No. 55-18-5), foram obtidos da Sigma, St. Louis MO 

(USA). O ENU (50 mg/kg) foi dissolvido em tampão fosfato (pH 6,0); MNU (30 

mg/kg) e DEN (20 ou 50 mg/kg) foram dissolvidos em NaCl 0,9% e DMH (40 

mg/kg – 2 doses por semana/2 semanas) foi dissolvida em solução de EDTA a 

37%, todos no momento do uso. Os agentes químicos foram administrados aos 



 

  

animais por via intraperitoneal, exceto no caso da DMH, administrada por via 

subcutânea. 

 

Teste do micronúcleo 

O teste do micronúcleo em medula óssea e em hepatócitos de ratos seguiu 

a metodologia proposta por MacGregor et al. (1987) e Tates et al. (1980), 

respectivamente. Foram analisados 1000 eritrócitos policromáticos (PCEs) e 1000 

hepatócitos intactos, por animal, em microscópio de luz, com aumento de 1000 x 

(imersão). O material foi analisado em teste cego e as lâminas foram 

decodificadas ao final das análises. A porcentagem de redução na freqüência de 

eritrócitos policromáticos ou hepatócitos micronucleados foi calculada de acordo 

com Manoharan e Banerjee (1985) e Waters et al. (1990). 

 

 Medula óssea 

 Os animais foram divididos em 4 grupos com 6 animais cada (Figura 1). Os 

grupos 1 e 2 foram tratados com água, via oral (4 mL/dia, por gavage) durante 

todo período experimental. No 15º dia os animais foram tratados, por via 

intraperitoneal com NaCl 0,9% e ENU (50 mg/kg p.c), respectivamente. Os grupos 

3 e 4  foram tratados com solução aquosa do cogumelo, via oral (AB 99/29 - 60º 

C, 4 mL/dia, por gavage), durante todo o período experimental.  No 15º dia os 

animais foram tratados, por via intraperitoneal com ENU (50 mg/kg p.c) e NaCl 

0,9%, respectivamente. Os animais foram sacrificados 24 horas após o 

tratamento para análise de eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMNs). 

 



 

  

 Fígado 

 Os animais foram divididos em 4 grupos com 8 animais cada (Figura 2). Os 

grupos 1 e 2 foram tratados com água, via oral (4 mL/dia, por gavage), durante 11 

dias.  No 1º dia os animais foram tratados, por via intraperitoneal com NaCl 0,9% 

e DEN (50 mg/kg p.c), respectivamente.  Os grupos 3 e 4  foram tratados com 

solução aquosa do cogumelo, via oral (AB 99/29 - 60º C, 4 mL/dia, gavage), 

durante 11 dias. No 1º dia os animais foram tratados, por via intraperitoneal com 

DEN (50 mg/kg p.c) e NaCl 0,9%, respectivamente.  Para estimular a divisão 

celular, requisito para a formação de MN, foi realizado hepatectomia parcial (HP) 

no 8º dia. 3 dias após a HP os animais foram sacrificados para avaliação de 

hepatócitos micronucleados. 

 

Teste de dano no DNA (teste do cometa) 

 O teste do cometa em sangue periférico, bexiga, cólon e fígado, foram 

realizados com base na metodologia descrita por Singh et al. (1988) e 

modificações de Hartmann e Speit (1995). 5 µl de sangue periférico foram 

coletados do plexo venoso periorbital dos animais, 3 h após o tratamento. A 

obtenção das células da bexiga, do colón e do fígado seguiu os protocolos 

descritos por Balakrishnan et al. (2002), Bazo et al. (2002) e Barbisan et al. 

(2003), respectivamente. Após isolamento das células, 10 µl das suspensões 

celulares foram misturados a 120 µl de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%), 

colocadas sobre lâminas previamente revestidas por uma camada de agarose 

normal (1,5%) e cobertas com lamínula. Em seguida, o material passou por um 

processo de lise, eletroforese e neutralização. A análise dos cometas foi realizada 



 

  

em microscópio de fluorescência acoplado a um sistema de análise de imagem 

(Comet Assay 2.2: Perspective Instruments, Suffolk, UK). Foram analisadas 50 

células por animal, em aumento de 400x e dois parâmetros foram utilizados como 

indicativos de danos no DNA: tail moment (comprimento da cauda x quantidade 

de DNA na cauda) e tail intensity (porcentagem de DNA na cauda do 

cometa)(Hartmann et al., 2003). 

Os animais foram divididos em 10 grupos com 8 animais cada (Figura 3). 

Os grupos de 1 a 5 foram tratados com água via oral (4 mL/dia, por gavage), 

durante 15 dias consecutivos e receberam tratamento com  NaCl 0,9%, ENU (50 

mg/kg p.c, i.p), MNU (30 mg/kg p.c, i.p), DMH (40 mg/kg p.c, s.c) e DEN (20 

mg/kg p.c, i.p), respectivamente,  no 15º dia. Os grupos de 6 a 10 foram tratados 

com solução aquosa do cogumelo via oral (AB 99/29 - 60º C, 4 mL/dia, por 

gavage), durante 15 dias e receberam tratamento com NaCl 0,9%, ENU (50 

mg/kg p.c, i.p), MNU (30 mg/kg p.c, i.p), DMH (40 mg/kg p.c, s.c) e DEN (20 

mg/kg p.c, i.p), respectivamente, no 15º dia. O sangue periférico foi coletado do 

plexo orbital após 3 h do tratamento com ENU. Os animais foram sacrificados 4 h 

após os tratamentos com MNU, DMH e DEN para a remoção dos órgãos e 

isolamento das células da bexiga, cólon e fígado para análise de danos no DNA.  

 

Teste de focos de criptas aberrantes 

O teste de focos de criptas aberrantes (FCA), para avaliar as lesões pré 

neoplásicas do cólon, foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Bazo et 

al. (2002). A identificação das criptas aberrantes seguiu o método proposto por 

Bird (1987), que consiste da análise microscópica da mucosa do cólon de rato, 



 

  

corada com azul de metileno. A observação foi feita diretamente no tecido 

distendido sobre uma lâmina de vidro, sem o processamento do material e 

inclusão em parafina. As criptas aberrantes são identificadas por seu tamanho 

aumentado, aspecto mais escuro, abertura luminal variando desde circular até 

alongada ou tortuosa, e pela camada de células espiteliais mais espessas em 

relação às normais circunvizinhas (Fenoglio-Preiser e Noffsinger, 1999) 

Os animais foram divididos em 4 grupos com 8 animais cada (Figura 4). 

Grupo 1(controle negativo) recebeu água, durante todo período experimental e 

EDTA (0.05 ml/10g  p.c, s.c), 2 doses por semana, por 2 semanas (semanas 2 e 

3). Grupo 2  (controle positivo) recebeu água, durante todo período experimental, 

e foram tratados, por via subcutânea, com 4 doses de DMH (40 mg/kg), 2 doses 

por semana por 2 semanas (semanas 2 e 3). Grupo 3 foi tratado com a solução 

aquosa do cogumelo, via oral (AB 99/29 – 60º C), como água de beber, uma 

semana antes e durante o tratamento com DMH (2a. e 3a. semanas). Grupo 4 foi 

tratado com a solução aquosa do cogumelo via oral (AB 99/29 – 60º C), como 

água de beber, após o tratamento com DMH (2a. e 3a. semanas). No final da 12a. 

semana, os animais foram sacrificados para coleta do cólon. O peso corpóreo e o 

consumo de ração e água foram registrados a cada 2 dias, durante o período 

experimental. 

 

Análise estatística 

A freqüência de células micronucleadas em medula óssea ou fígado foi 

comparada pelo teste do Qui-quadrado (Pereira, 1991). Para o teste do cometa, 

as médias dos parâmetros mensurados foram avaliados por Análise de Variância 



 

  

(ANOVA). O número total de focos de criptas aberrantes, de criptas aberrantes 

por foco e a relação cripta/foco foram comparados por Kruskal-Wallis. P < 0.05 foi 

o valor considerado estatisticamente significativo.  

 

 RESULTADOS 

 

A Tabela I mostra o efeito do cogumelo A. brasiliensis sobre os danos no 

DNA, quimicamente induzidos em sangue periférico e em múltiplos órgãos 

(bexiga, cólon e fígado) de ratos pré-tratados com a solução aquosa do cogumelo. 

Os resultados mostram que a solução aquosa do A. brasiliensis (60º C) não 

exerceu efeito antigenotóxico nos grupos pré-tratados com o cogumelo e os 

agentes químicos órgãos-alvo. Da mesma forma, não foi observado efeito 

genotóxico nos grupos tratados somente com a solução aquosa do A. brasiliensis 

(60º C).  

A Tabela II mostra as freqüências de eritrócitos policromáticos 

micronucleados (PCEMN) e hepatócitos micronucleados de ratos tratados com a 

solução aquosa do A. brasiliensis (60º C) + ENU (50 mg/kg) para medula óssea  

ou DEN (50 mg/kg) para o fígado. O pré-tratamento com A. brasiliensis levou a 

uma redução estatisticamente significativa na freqüência de PCEMN induzidos 

pelo ENU em medula óssea, mas esse efeito não foi observado em hepatócitos 

de ratos tratados com A. brasiliensis (60º C) + DEN, quando comparados com os 

respectivos grupos controles positivos. Os resultados mostram, também, que as 

freqüências de PCEMNs e hepatóticos micronucleados de ratos tratados somente 



 

  

com a solução aquosa do A. brasileinsis não foram estatisticamente diferentes 

dos grupos controles negativos. 

A Tabela III mostra o efeito do cogumelo A. brasiliensis na indução de 

focos de criptas aberrantes (FCA). Os resultados mostram que não foram 

detectados focos de criptas aberrantes (FCA) nos animais do grupo controle 

negativo. Os pré e pós-tratamentos com a solução aquosa do A. brasiliensis (60º 

C) não exerceram efeito significativo sobre o número total de focos de criptas 

aberrantes e tampouco sobre o número total de criptas aberrantes induzidas pela 

DMH. Entretanto, foi observado uma redução significativa (p<0,05) no número de 

focos com 4 a 6 criptas aberrantes, no pós-tratamento, quando comparada com o 

grupo tratado somente com DMH.  

O controle do consumo de ração, água e peso dos animais não revelaram 

diferença significativa entre os grupos tratados e controle negativo (dados não 

apresentados).  



Tabela I – Freqüência de eritrócitos policromáticos e hepatócitos 

micronucleados induzidos pelo ENU (50 mg/kg) em medula óssea e pela 

DEN (50 mg/kg) em hepatócitos de ratos, após pré-tratamento com solução 

aquosa do cogumelo Agaricus brasiliensis (AB 99/29 – 60º C). 

 

MN 
 Redução 

 

Tratamento 

 
Número de 

células 
analisadas No. % (%) 

 
Medula óssea 
 
NaCl 0,9%a     

 
 
 

6000 

 
 
 

19 

 
 
 

0.19 

 

ENUb (50mg/kg) 6000 83 0.83  
A. brasiliensis (60º C) + ENU 6000 59 0.59 37.5* 
A. brasiliensis (60º C) 6000 20 0.20  
     
Fígado 
 
NaCl 0,9%a 

 
 

8000 

 
 

10 

 
 

0.10 

 

DENc (50mg/kg) 8000 84 0.84  
A. brasiliensis (60º C) + DEN 8000 69 0.69 20.3 
A. brasiliensis (60º C) 8000 05 0.05  
     
 

a Controle negativo 

b N-etil-N-nitrosuréia (Controle positivo - medula óssea) 

c N-dietilnitrosamina (Controle positivo - fígado) 

* p< 0.05  

 

 

 

 

 

 



 

  

Tabela II. Efeito do Agaricus brasiliensis na migração de danos no DNA 

detectados pelo ensaio cometa em células de sangue periférico e de 

múltiplos órgãos (bexiga, cólon e fígado) de ratos pré-tratados com a 

solução aquosa do cogumelo (AB 99/29 – 60º C) e os agentes órgãos-alvo. 

 

Parâmetros analisados  

Tratamento 

Tail moment ± S.D Tail intensity ± S.D 

 
Sangue periférico 
NaCl 0,9%a     

 
 

0.87 ±  0.33 

 
  

 7.22 ±  1.77 
ENUb (50mg/kg) 2.75 ±  0.60 17.16 ±  3.89 
A. brasiliensis (60º C) + ENU 2.29 ±  0.71 15.04 ±  3.69 
A. brasiliensis (60º C) 0.76 ±  0.37   6.80 ±  2.43 
 
Bexiga 
NaCl 0,9%a 

 
 

0.43 ±  0.14 

 
  

 4.20 ±  1.38 
MNUc (30mg/kg) 1.55 ±  0.24   8.36 ±  1.46 
A. brasiliensis (60º C) + MNU 3.17 ±  1.74 17.81 ±  7.70 
A. brasiliensis (60º C) 1.15 ±  0.58   8.73 ±  2.84 
   
Cólon 
NaCl 0,9%a 

 
0.38 ±  0.06 

 
 3.92 ±  0.69 

DMHc (40mg/kg) 3.97 ±  1.29 19.06 ±  5.80 
A. brasiliensis (60º C) + DMH 1.56 ±  0.32 11.80 ±  2.74 
A. brasiliensis (60º C) 0.44 ±  0.12   4.20 ±  0.87 
   
Fígado 
NaCl 0,9% a 

 
0.33 ±  0.14 

 
  3.09 ±  0.94 

DENe (20mg/kg) 1.98 ±  0.42 10.10 ±  1.71  
A. brasiliensis (60º C) + DEN 1.89 ±  0.59 10.59 ±  3.17 
A. brasiliensis (60º C) 0.37 ±  0.12   2.95 ±  0.84 
   
a  Controle negativo 

b  N-etil-N-nitrosuréia (Controle positivo - sangue periférico) 

c  N-metil-N-nitrosuréia (Controle positivo - bexiga) 

d  N,N’–dimetilhidrazina (Controle positivo - cólon) 

e N-dietilnitrosamina (Controle positivo - fígado) 



 

  

Tabela III – Número e distribuição de focos de criptas aberrantes (FCA) no cólon 

de ratos tratados com a solução aquosa do cogumelo Agaricus brasiliensis (AB 

99/29 – 60º C) e com a dimetilhidrazina (DMH).  

 

Focos de criptas aberrantes (FCA) Total de  Total de  

CA/FCA 

 

Tratamento 

1 cripta 2 criptas   3 criptas   4 a 6 criptas       FCA          CAc  

 
EDTAa 

 
0 

 
      0               0               0 

 
     0               0            0  

 
DMHb (40 mg/kg) 

 
30 

  
     45             22             13 

  
   110           241         2,19 

    
A. brasil. + DMH 36      48             30             06    120           246         2,05 
    
DMH + A. brasil. 22       64            29              01*    116           241         2,07 
    
aControle negativo 

b Controle positivo 

c Criptas abrrantes 

* p < 0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

DISCUSSÃO 

 

O cogumelo Agaricus brasiliensis, recentemente, tem recebido muita 

atenção, em decorrência de suas propriedades antitumorais. Vários 

polissacarídeos e complexos-polissacarídicos foram isolados deste cogumelo 

mostrando atividade antitumoral  (Itoh et al., 1994, Ito et al., 1997; Wasser et al, 

2002). A investigação do potencial antimutagênico do cogumelo A. brasiliensis foi 

iniciada por Osaki et al. (1994) utilizando o teste de Ames, e o benzo[a]pireno 

como indutor de mutagenêse. Em 2001, Delmanto et al. e Menoli et al. relataram 

o potencial antimutagênico do A. brasiliensis em estudos in vivo e in vitro, 

respectivamente, utilizando uma mistura de linhagens do cogumelo contra 

mutações quimicamente induzidas por diferentes agentes alquilantes. 

O presente trabalho, diferentemente dos acima citados, avaliou o 

mecanismo de antimutagenicidade de uma linhagem isolada do cogumelo A. 

brasiliensis (AB 99/29), o que é importante, considerando que o efeito protetor de 

cogumelos varia de acordo com as diferenças genéticas entre linhagens (Colauto 

et al., 2002; Sugui et al., 2003).  Por outro lado, como os efeitos quimioprotetores 

podem variar significativamente de um órgão para outro, como é o caso dos 

antioxidantes em geral, uma avaliação mais abrangente em diferentes órgãos, se 

faz necessária para que se tenha uma visão mais completa dessas variações no 

animal como um todo (Ito et al., 1996). Informações sobre o efeito da solução 

aquosa do A. brasiliensis (AB 99/29 - 60º C) em diferentes órgãos mostram a 



 

  

importância de se observar o comportamento do(s) componente(s) bioativo(s) em 

múltiplos órgãos de ratos Wistar.   

A tabela I mostra claramente uma redução significativa na freqüência de 

eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMN) em ratos pré-tratados com a 

solução aquosa do cogumelo e posteriormente com o ENU (i.p).  Do mesmo 

modo, um outro estudo conduzido em nosso laboratório, mostrou que o pré-

tratamento de camundongos com a mesma solução aquosa do A. brasiliensis  

(AB 99/29 - 60º C) reduziu de forma significativa a freqüência de PCEMN 

induzidos pelo N-metil-N-nitrosuréia (MNU) (dados ainda não publicados). Essas 

observações sugerem que o efeito protetor medular do A. brasilisensis é efetivo, 

independente da espécie de roedor utilizada e que, aparentemente, a ação 

protetora do cogumelo não é agente-específica, uma vez que existe uma proteção 

medular efetiva tanto contra mutações induzidas pelo ENU como pelo MNU. Os 

resultados da Tabela I mostram, também, a freqüência de hepatócitos 

micronucleados quimicamente induzidos pela DEN. Os dados indicam que no 

fígado os compostos presentes na solução aquosa do A. brasiliensis não 

exerceram nenhuma atividade protetora contra os danos induzidos pelo agente 

alquilante utilizado. Assim, esse resultado reforça a nossa consideração acima de 

que, os compostos presentes na solução aquosa parecem ter um caráter orgão-

específico, pelo menos na etapa de iniciação da carcinogênese.   

Avaliações de antimutagenicidade in vivo, geralmente, são realizadas com 

células hematopoiéticas utilizando o teste do micronúcleo, em decorrência da 

dificuldade de se realizar essa avaliação em outros órgãos, como por exemplo, 

aqueles revestidos de células epiteliais (bexiga e cólon). Desta maneira, o teste 



 

  

do cometa tem sido cada vez mais utilizado em avaliações de mecanismo de 

ação de compostos quimioprotetores (Alves de Lima et al., 2001; Menoli et al., 

2001). Essa metodologia tem a vantagem de ser realizada facilmente em 

diferentes tecidos. No presente trabalho, o efeito do cogumelo A. brasiliensis foi 

avaliado em medula óssea, sangue periférico e em múltiplos órgãos (bexiga, 

cólon e fígado) de ratos Wistar, utilizando o teste do cometa.  

A tabela II apresenta esses dados, mostrando um panorama geral do efeito 

da solução aquosa do cogumelo sobre os danos induzidos no  DNA por diferentes 

agentes químicos (ENU, MNU, DMH e DEN).  A ausência de efeito protetor em 

todos os órgãos avaliados sugere que a inibição de danos primários, induzidos no 

DNA, não seja o modo de ação preferencial do cogumelo em estudo. Entretanto, 

esse fato pode indicar que o(s) componente(s) ativo(s) do cogumelo pode(m) 

estar atuando numa fase posterior à indução da lesão.   

Focos de criptas aberrantes no cólon de roedores são lesões pré-

neoplásicas consideradas como biomarcadores em testes de média duração para 

avaliação do potencial cancerígeno de agentes químicos, bem como para a 

identificação de quimioprotetores para o câncer (Schmelz et al., 2000). Assim, o 

cogumelo A. brasiliensis foi também investigado com relação ao seu possível 

potencial quimioprotetor sobre focos pré-neoplásicos induzidos pela DMH em 

cólon de ratos.  Os resultados mostraram que o pré e o pós-tratamento com a 

solução aquosa do A. brasiliensis não exerceram efeito significativo sobre o 

número total de focos de criptas aberrantes, e tampouco sobre o número total de 

criptas aberrantes induzidas pela DMH. No entanto, foi observado uma redução 

significativa (p<0,05) no número de focos com 4 a 6 criptas aberrantes, no pós-



 

  

tratamento com o A. brasiliensis (Tabela III).  De acordo com a literatura, o 

aumento no número de FCA pode refletir a etapa de iniciação da carcinogênese 

do cólon, enquanto que o aumento progressivo no número de criptas/FCA pode 

corresponder à etapa de promoção (Zhang et al., 1992; Magnuson et al., 1993; 

Fenoglio-Preiser e Noffsinger, 1999).  A proteção observada na etapa de 

promoção da carcinogênese poderia, por exemplo, ser decorrente de uma 

supressão na expansão clonal de células iniciadas, uma vez que, reduziu, de 

forma significativa, o número de criptas por foco. Dessa forma, pode-se sugerir 

que a ação desse cogumelo é, aparentemente, exercida numa fase pós-iniciação. 

Uma observação em nossos resultados, com relação ao fígado, mostra que 

os compostos presentes na solução aquosa do A. brasiliensis não exercem efeito 

quimioprotetor contra a indução de danos primários no DNA e nem na modulação 

da freqüência de hepatócitos micronucleados induzidos pela DEN. No entanto, 

Pinheiro et al. (2003) relatou que o cogumelo A. brasiliensis (AB 99/29) exerce um 

efeito inibidor sobre o desenvolvimento de focos hepáticos alterados (GST-P+ e 

TGF-α+) nos animais iniciados pela DEN. A glutationa-S-transferase, forma 

placentária (GST-P), é reconhecida como um dos melhores marcadores dos focos 

pré-neoplásicos em fígado de ratos (Ito et al., 1989) e, a redução do fator de 

crescimento transformante α (focos TGF-α+) pode indicar uma importante 

propriedade quimioprotetora, uma vez que esse fator pode agir como um 

promotor autócrino durante a hepatocarcinogênese (Kaufmann et al., 1992; Burr 

et al., 1996). Dessa forma, como sugerido pelos resultados encontrados por nós 

no teste de focos de criptas aberrantes, Pinheiro et al. (2003) também observaram 

um efeito quimioprotetor do cogumelo A. brasiliensis (AB 99/29) na etapa de 



 

  

promoção da hepatocarcinogênese quimicamente induzida em fígado de ratos 

Wistar. 

A inibição da proliferação celular de células iniciadas pode ser decorrente 

de um aumento na taxa de apoptose ou por estimulação imunológica. Nesse 

contexto, um estudo realizado por Fujimiya et al. (1998) mostrou que o A. 

brasiliensis contém uma proteoglucana solúvel (ATF – acid-treated fraction) que 

não só possui efeito antitumoral seletivo indireto, mediado por ativação de células 

natural killer em camundongos, mas um efeito direto inibindo o crescimento de 

células tumorais, in vitro, pela indução de apoptose.  

 Com base nos resultados apresentados, os nossos dados permitem 

sugerir que a solução aquosa do cogumelo A. brasiliensis (AB 99/29) possui 

compostos que reduzem significativamente a freqüência de células 

micronucleadas da medula óssea de ratos Wistar, bem como atuam inibindo a 

expansão clonal de células iniciadas no cólon dos animais. 
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Legenda para as Figuras 
 

Fig. 1- Protocolo experimental para avaliação do efeito antimutagênico do 

cogumelo Agaricus brasiliensis em células de medula óssea de ratos Wistar. 

 

Fig. 2- Protocolo experimental para avaliação do efeito antimutagênico do 

cogumelo Agaricus brasiliensis em células de fígado de ratos Wistar.  

 

Fig. 3- Protocolo experimental para avaliação do potencial genotóxico e/ou 

antigenotóxico do cogumelo Agaricus brasiliensis em células de sangue periférico, 

bexiga, cólon e fígado de ratos Wistar utilizando o ensaio cometa. 

 

Fig. 4- Protocolo experimental para avaliação do efeito do cogumelo Agaricus 

brasiliensis sobre focos de criptas aberrantes induzidos pela N’N-dimetilhidrazina 

(DMH) em cólon de ratos Wistar. 
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Abstract 

 

Chemoprevention opens new perspectives in the prevention of cancer and 

other degenerative diseases. It has been suggested that mushrooms have 

bioactive components some of which present  antitumor activity and antimutagenic 

or anticarcinogenic properties. We have previouly shown that aqueous extract of 

mixture  lineages of A. brasiliensis S. Wasser et al. mushroom (= A. blazei Murrill 

ss. Heinem.) are effective against mutagenicity induced by alkylant agent in vivo 

and in vitro. As the identification of active compound(s) is a highly desirable 

alternative, we conducted this study with different organic extracts 

(dichloromethane, hexane and ethyl acetate) of A. brasiliensis  (lineage AB 99/29) 

in an in vitro system for their protective effect. Genetic damage was determined by 

a direct-acting alkylating agent methyl methanesulfonate (MMS), in non drug-

metabolizing (CHO-k1) and drug-metabolizing (HepG2) cell lines, using comet 

assay. The cell lines were pre-treated with extracts of mushroom and MMS. The 

data obtained showed that the different extracts of A. brasiliensis were  

antigenotoxic under the conditions tested  in CHO-k1 cells, but this effect  was not 

observed in HepG2 cells. These results suggest that different effects can be 

obtained  from A. brasiliensis  mushroom (AB 99/29) with regard to types of cell 

lines and cell metabolism.  

 

 

Keywords: Antigenotoxicity; Agaricus brasiliensis; CHO-k1 cells; HepG2 cells; 

MMS; Comet assay 



 

  

1. Introduction 

 

Mushrooms are widely recognized as good sources of bioactive substances 

that may be useful for human medicine (Wasser and Weiss, 1999).  In this context, 

Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (= A. blazei Murrill ss. Heinem.) is an edible 

mushroom native to southern Brazil and is popularly known as “Himematsutake” in 

Japan. At present, A. brasiliensis is frequently consumed as food or tea in different 

parts of the world, due to its potent medicinal properties. Although this mushroom 

is popularly used in the treatment of various diseases (e.g., stress, diabetes, 

gastric problems and osteoporosis), its chemical composition has not yet been 

completely elucidated. Thus several extracts of mushroom obtained by different 

processes and solvents have been assessed through  the years.  

Kawagishi et al. (1989) were the first to isolate and study the active 

compounds found in the fruiting body of A. brasiliensis, identifying polysaccharides 

with antitumor activity. This activity was detected in the fraction III-2b, which 

contains a (1→ 6)β-D-glucan-protein, a complex consisting of 43.3% protein and 

50.2% carbohydrate. Using acid-treated fraction (ATF), Fujimiya et al. (1998) 

demonstrated inhibition tumor cell growth in vitro by inducing apoptotic pocessing. 

Osaki et al. (1994) showed that various fractions (IIa, IIb, IIc and IId) of mushroom 

inhibited the mutagenicity of benzo(a)pyrene (B(a)P), and that linoleic acid was 

found to be the main substance associated with such activity. Other studies with 

isolated fractions of the fruiting body of A. brasiliensis showed that some of them 

exhibit antimutagenic and anticlastogenic effects (Delmanto et al.,2001; Menoli et 

al., 2001; Oliveira et al., 2002; Bellini et al., 2003; Luiz et al., 2003), 



 

  

anticarcinogenic properties (Takeda et al., 2000) and imunostimulative activities 

(Kawagishi et al., 1989; Itoh et al., 1994; Ito et al., 1997; Mizuno et al., 1990, 

1998). It seems to suggest that the A. brasiliensis mushroom may be important 

both as a nutritionally functional food and as a prophylaxis against diseases such 

as cancer (Mizuno et al., 1998; Wasser and Weis, 1999). Nevertheless, scientific 

knowledge about its biological properties is still insufficient. 

Thus, the aim of the present in vitro study was to evaluate the antigenotoxic 

effects of different organic extracts of A. brasiliensis mushroom (lineage AB 99/29) 

on  Chinese hamster ovarian cells (CHO-k1, non drug-metabolizing) and human 

hepatoma cells (HepG2, metabolizing) against DNA damage induced by the agent 

methyl methanesulfonate (MMS) by comet assay. 

 

2. Material and methods 

 

2.1 Preparation of  A. brasiliensis extracts   

 

The fruiting bodies of the A. brasiliensis mushroom, lineage AB 99/29, were 

obtained from the Departamento de Produção Vegetal, Faculdade de Ciências 

Agronômicas, UNESP, Botucatu, SP, Brazil. The mushroom extracts were kindly 

provided by Dr. José Daniel Figueroa Villar, Dr. Carlos Alberto Riehl and Ms. 

Evelyn de Freitas Guimarães from the Departamento de Química, Instituto Militar 

de Engenharia, IME, Rio de Janeiro, Brazil.  Briefly, A. brasiliensis (AB 99/29) 

aqueous solution (2.5 %) was prepared using 5g of the powdered mushroom 

added to 200 mL of filtered water. Next the solution was warmed up to  60º C, and 



 

  

the temperature was maintained (thermometer) for 15 min before filtering. 

Subsequently, sequential extractions (liquid-liquid) from the aqueous solution were 

obtained using solvents with different polarities. These fractions were 

denominated:  dichloromethane (DAb), hexane (HAb), ethyl acetate (EAb) and 

aqueous phase (APAb). 

 

2.2 DNA damage-inducing agents 

 

 DNA damage was induced in CHO-k1 and HepG2 cells using methyl 

methanesulfonate (MMS, CAS No. 66-27-3, Sigma), a direct-acting alkylating 

agent.  MMS was dissolved immediately before use in medium without serum and 

used at a final concentration of 1 µg/mL in cultures. 

 

2.3 Cell lines 

 

The CHO-k1 cell line used in this study provided by Dr. Mário Sérgio 

Mantovani, Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, 

PR, Brazil. HepG2 cells were acquired from Dr. Siegfried Knasmüller, Institute of 

Cancer Research, University of Vienna, Austria.  CHO-k1 cells were grown in 

HAM-F10 medium (Gibco), supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco) 

and HepG2 cells were grown in DMEM 4.5g/L glucose medium (Gibco), 



 

  

supplemented with 15% fetal bovine serum (Gibco), both cultured as monolayer in 

75 cm2  flasks. Cells stocks were maintained at 37ºC in a humidified atmosphere of 

5% CO2 and 95% air. CHO-k1 and HepG2 both adherent cells were seeded in 24-

well plates at a concentration of 0.25x106 cells/mL/well 24 h prior to experiments. 

 

2.4 Cytotoxicity assay 

 

 To investigate whether DNA effects detected in the comet assay are 

accompanied by cytotoxic effects, cell viability was determined by Tripan blue dye 

exclusion conducted according to Elia et al., (1993). Briefly, 0.25x106 of CHO-k1 

and HepG2 cells were used per concentration tested. A. brasiliensis extracts 

(dichloromethane, hexane, ethyl acetate) and aqueous phase were tested ranging 

from 5000 to 50 µg/mL for  3 h in CHO-k1 cells or 24 h in HepG2 cells, at 5% C02 

atmosphere at 37°C.  A freshly prepared solution of 30 µL of trypan blue dye was 

mixed to 30 µL of each cell suspension and the viability of treatments was counted 

using a Neubauer chamber. Nonviable cells appear blue-stained and three 

independent repetitions were carried out for each treatment. The comet assay was 

conducted with >80% of  viable cells (Tice et al., 2000) and with three non-

cytotoxic chosen concentrations of A. brasiliensis extracts (50, 200 or 2500 

µg/mL). 

 

2.5 Comet assay 

 



 

  

 For the comet assay, 0.25 X 106 cells were seeded into 24 wells plates, 

cultivated overnight and then treated with A. brasiliensis extracts and MMS, for 2 h  

and 1 h in CHO-k1 and 24 h and 6 h in HepG2 cells, respectively. At the end of the 

treatment, cells were washed with fresh medium, trypsinized with 200 µl trypsin 

(0.025%)  and centrifuged at 2000 rpm for 3 mim. After the cells were gently 

resuspended in 30 µl fresh medium, 15 µl of the suspension was immediately used 

for the test.  

The comet assay was performed as described by Singh et al., (1988) with 

minor modifications (Hartmann and Speit, 1995). Briefly, a volume of the 15 µl of 

cells of each treatment was added to 100 µl of 0.5% low-melting-point agarose 

(LMA) at 37ºC, layered into a precoated slide with 1.5% normal agarose, covered 

with a coverslip and placed in a refrigerator for 5 min to allow solidification of the 

LMA. Afterwards, slides were carefully immersed in lysing solution (100 mM 

EDTA, 10 mM Tris, 2.5 M NaCl, 1% Triton X-100 and 10% DMSO, 1% Na-lauroyl-

sarcosinate, pH 10). The slides were kept at 4ºC for at least 24 h to lyse the cells. 

After lysis, the slides were placed in a horizontal gel electrophoresis chamber with 

alkaline buffer (1mM EDTA, 300mM NaOH, pH 13) for 20 min to permit DNA 

unwinding. Electrophoresis was performed for 20 min at 25 V(0.86 V/cm) and 300 

mA. All of the steps were conducted under dim light to prevent the occurrence of 

additional DNA damage. After electrophoresis, the slides were rinsed with 

neutralization buffer (0.4 M Tris, pH 7.5). Finally, they were stained with 50 µl 

ethidium bromide (20 µg/mL) and covered with a coverslip. Images of 50 cells per 

treatment were analyzed using a fluorescense microscope at 200 X magnification. 

An image analysis system (Comet assay 2.2; Perceptive Instruments, Sulfolk, UK) 



 

  

was used to determine DNA damage. Two parameters were estimated to indicate 

DNA migration: tail moment (percentage of DNA in the tail x tail length) and tail 

intensity (percentage of DNA in the tail) (Hartmann et al., 2003). All experiments 

were repeated three times in independet tests.    

 

2.6 Statistical analysis 

 

 The data from Comet assay were statistically analyzed by analysis of 

variance (ANOVA). The significance level considered was P <0.05. 

 

3. Results 

 

The relationships of A. brasiliensis extracts tested in both cell lines, at 

concentrations ranging from 50-5000 µg/mL, on cell viability assessed by trypan 

blue assay are shown in Figure 1 and Figure 2. The viability was greater than 90% 

in the negative control group in CHO-k1 and HepG2 cells.  The viability of the 

treated cells (CHO-k1 and HepG2) with the different A. brasiliensis extracts was 

similar to control values for all tested concentrations. 

  The mean tail moment and tail intensity evalueted in the comet assay in  

both cell lines are shown in Table 1 and Table 2. Statistical analysis of the 

antigenotoxicity data indicated a significant difference (p<0.05) in the pre-

incubation treatment with the A. brasiliensis extracts in CHO-k1 cells when 

compared with the positive control group (MMS). On the other hand, the pre-



 

  

incubation treatment in HepG2 cells with the same extracts did not reduce DNA 

damage induced by MMS.  
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Figure 1- Effects of different concentrations of A. brasiliensis extracts on trypan 

blue dye exclusion test in CHO-k1 cells. 

 

70% (minimum cell viability recommended) 
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Figure 2- Effects of different concentrations of A. blazei extracts on Trypan blue 

dye exclusion test in HepG2 cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

70% (minimum cell viability recommended) 

 



 

  

Table 1 

The effect of A. brasiliensis extracts pre-treatments on DNA damage (tail moment 

and tail intensity) in the comet assay using CHO-k1 cells and subsequent exposure 

to MMS. 

DNA damage  

Treatment 

(A. brasiliensis extracts) 

 

Concentrations   

(µg/mL) Tail moment ± S.D Tail intensity ± S.D 

    

Negative control  0.47 ±  0.05 4.13 ±  0.42 

Positive control (MMS)a  3.08 ±  0.18 18.30 ±  1.08 

    

DAb + MMS 50 0.99 ±  0.51* 7.26 ±  2.14* 

 200 0.90 ±  0.42* 7.05 ±  2.68* 

 2500 0.88 ±  0.52* 6.93 ±  2.80* 

HAb + MMS 50 0.75 ±  0.32* 5.95 ±  1.94* 

 200 0.91 ±  0.43* 6.92  ±  1.83* 

 2500 1.24 ±  0.57* 8.92 ±  3.60* 

EAb + MMS 50 0.46 ±  0.19* 4.00 ±  1.87* 

 200 0.74 ±  0.45* 6.16 ±  2.42* 

 2500 1.31 ±  0.45* 8.72 ±  2.76* 

APAb + MMS 50 0.70 ±  0.33* 5.18 ±  1.53* 

 200 1.01 ±  0.67* 7.03 ±  3.96* 

 2500 0.75 ±  0.31* 6.02 ±  1.04* 

    
a Methyl methanesulfonate (1µg/mL) 

DAb: Dichloromethane; HAb: Hexane; EAb: Ethyl acetate; APAb: Aqueous phase 

* P < 0.05 

 

 

 

 

 



 

  

Table 2 

The effect of pre-treatments with A. brasiliensis extracts on DNA damage (tail 

moment and tail intensity) in the comet assay using HepG2 cells and subsequent 

exposure to MMS. 

DNA damage  

Treatment 

(A. brasiliensis extracts) 

 

Concentrations 

(µg/ml) Tail moment ± S.D Tail intensity ± S.D 

    

Negative control  0.35 ±  0.08 2.43 ±  0.58 

Positive control (MMS)a  4.24 ±  1.23 18.83 ±  3.21 

    

DAb + MMS 50 3.10 ±  0.54 14.14 ±  2.96 

 200 3.40 ±  1.60 15.98 ±  6.00 

 2500 2.70 ±  0.32 14.59 ±  2.40 

HAb + MMS 50 4.32 ±  2.61 18.47 ±  7.53 

 200 4.39 ±  1.42 18.73 ±  3.97 

 2500 3.84 ±  1.88 18.04 ±  5.37 

EAb + MMS 50 3.38 ±  1.17 15.92 ±  4.36 

 200 4.71 ±  1.42 19.94 ±  4.30 

 2500 3.57 ±  1.00 16.87 ±  2.34 

APAb + MMS 50 3.67 ±  0.95 16.47 ±  2.88 

 200 3.55 ±  0.77 16.10 ±  1.99 

 2500 5.05 ±  2.99 20.63 ±  7.99 

    
a Methyl methanesulfonate (1µg/mL) 

DAb: Dichloromethane; HAb: Hexane; EAb: Ethyl acetate; APAb: Aqueous phase 

 

 

 

 

 



 

  

4. Discussion 

 

 The comet assay is a genotoxicity test which detects DNA strand breaks 

and alkali-labile sites in individual cells. It has already been used in both in vitro 

and in vivo studies to investigate DNA damage and repair induced by various 

agents in a variety of mammalian cells (McKelvey-Martin et al., 1993; Fairbairn et 

al., 1995; Hartmann and Speit, 1995; Speit and Hartmann, 1999).  The comet 

assay is eminently suitable for assessing the ability of phytochemicals, for 

example, to protect cells against genotoxic agents (Dithie and Dobson, 1999). 

 In the present study, different organic extracts (dichloromethane, hexane, 

ethyl acetate) and aqueous phase of A. brasiliensis mushroom (AB 99/29) were 

tested for chemoprevention of MMS-induced primary DNA damage using comet 

assay in vitro.  Different responses were seen with non drug-metabolizing (CHO-

k1) and metabolizing (HepG2) cells by A. brasiliensis extracts treatments.  These 

extracts demonstrated antigenotoxic effect in CHO-k1 cells, but not in HepG2 

cells.  

Antigenotoxic effects of  organic and aqueous extracts of A. brasiliensis in 

CHO-k1 cells  have not yet been  described in the literature. On the other hand, 

studies with aqueous extracts of the A. brasiliensis have demonstrated no 

protective effect in V79 cells by comet assay (Oliveira et al., 2002; Guterrez et al., 

2004). This observation suggests that the reduction of MMS-induced primary DNA 

damage  by organic extracts in CHO-k1 cells (Table 1) appears to happen only 

with fractions extracted from A. brasiliensis. In this context, protective effects in 

mutagenicity test (micronucleus and chromosomal aberration) were demonstrated 



 

  

with other organic extracts in CHO-k1 cells by Luiz et al., 2003 and Bellini et al., 

2005.  Other studies have related the antimutagenic effect of aqueous extracts of 

A. brasiliensis in vitro against DNA damage induced by alkylating agents (Menoli 

et al., 2001, Oliveira et al., 2002; Bellini et al., 2003). 

 In recent years, new in vitro models have been developed that have a better 

predictive value for the identification of preventive compounds (Knasmüller et al., 

2004). For example, human-derived hepatoma cells (HepG2),  have maintained 

the activities of various phase I and phase II enzymes and  better mimic the 

metabolism of genotoxins (Natarajan and Darroudi, 1991; Knasmüller et al., 1998). 

Our results in HepG2 cells showed lack of protective effect of different organic 

extracts of A. brasiliensis against the direct-acting alkylating agent MMS (table 2). 

A similar result was observed by Mlinaric et al. (2004), when studying activities of 

methanol extract of another edible medicinal mushroom (Lactarius vellereus) in 

HepG2 cells using a direct-acting mutagen (4-NQO) and comet assay. These 

results suggest that active compound(s) of mushrooms extracts were inactived by 

cell metabolism of HepG2 cells.  However, the lack of effect of  A. brasiliensis on 

HepG2 cells needs to be better investigated with regard to the role of cell 

metabolism by the genotoxicity test.  Bellini et al. (2005), when studying the 

protective effect of organic and aqueous extracts of A. brasiliensis in chomosomal 

aberration and micronucleus tests in CHO-k1 and HTC (rat hepatoma cells, 

metabolizing) cells, observed that all the extracts were anticlastogenic. However, 

one of the extracts (n-butanolic extract – BE) tested did not display genotoxicity in 

CHO-k1, but was genotoxic in HTC cells. These results suggested that all the 



 

  

extracts contained protective substances, but in some cases they could show a 

genotoxic effect with regard to metabolism.    

 The genotoxic effect was not evaluated in this study, but several studies 

using organic or aqueous extracts of A. brasiliensis have reported lack of 

genotoxic effect of this mushroom (Menoli et al., 2001; Oliveira et al., 2002;                         

Guterrez et al., 2004).                                                                                                                                                                                                                                                                                  

In conclusion, our data show that the antigenotoxic effect cannot be 

excluded in A. brasiliensis mushroom (AB 99/29) in an in vitro system, but further 

investigations must be performed to study the active compound(s) of this 

mushroom towards of the identification of substances isolated from the organic 

extracts and their action in  cell metabolism. 
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VV--  CCoonncclluussõõees s GGeerraaiiss  
 



 

  

 Com base nos resultados da avaliação do efeito do cogumelo Agaricus 

brasiliensis S. Wasser et al. (= A. blazei Murrill ss. Heinem.) sobre danos 

quimicamente induzidos ao DNA, em sistemas-teste in vivo (manuscrito 1) e in 

vitro (manuscrito 2), nas condições experimentais utilizadas, podemos concluir 

que: 

 

• A solução aquosa do cogumelo A. brasiliensis (AB 99/29) possui 

compostos que reduzem significativamente a freqüência de células 

micronucleadas da medula óssea de ratos Wistar; 

 

• A utilização de diferentes biomarcadores, em múltiplos órgãos de ratos 

Wistar, permitiu a identificação de um possível mecanismo de ação do 

cogumelo A. brasiliensis, ou seja a  inibição da expansão clonal de células 

iniciadas (etapa de promoção da carcinogênese química); 

 

• Extratos orgânicos do cogumelo A. brasiliensis (AB 99/29) apresentam 

efeito antigenotóxico, in vitro, em células CHO-K1; 

 

• Finalmente, os nossos resultados mostram que o cogumelo A. brasiliensis 

(AB 99/29) possui atividade antimutagênica, bem como atua inibindo a 

expansão clonal de células iniciadas no cólon de ratos Wistar machos; in 

vitro, este cogumelo apresenta efeito protetor diferente, em relação à 

utilização de extratos orgânicos, linhagens celulares e metabolismo celular. 
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