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1. INTRODUCAO

As espécies do género Ganoderma séo fungos Poliporos decompositores de
madeira, que pertencem ao filo Basidiomycota e apresentam esporos
caracteristicos de parede dupla e aparéncia de camara. Existem 193 espécies de
Ganoderma sp. descritas até 0 momento, de acordo com evidéncias morfolégicas,
filogenéticas e moleculares. Algumas espécies incluem Ganoderma lucidum,
Ganoderma aplanatum e Ganoderma australe. Sdo predominantemente parasitas
e saprofitas, sendo seletivos quanto aos seus substratos ao parasitar arbéreas
especificas (HE et al., 2024).

Os metabolitos extraidos de Ganoderma spp. sdo utilizados como agentes
antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatorias, imunomoduladoras e atividades
antienvelhecimento. Seus extratos sdo amplamente aplicados no tratamento de
hepatite, hipercolesterolemia, diabetes, leucopenia, aterosclerose, hemorroidas e
hipertenséo (BLUNDELL et al., 2023).

O zebrafish (Danio rerio) é utilizado como modelo experimental devido ao seu
tamanho (3-4 cm de comprimento) e sua capacidade reprodutiva prolifica, com
desovas semanais que geram centenas de ovos fertilizados. Além da transparéncia
embrionaria, que facilita a visualizacdo de seu desenvolvimento. Esse modelo
compartilha semelhangas fisiolégicas com humanos, incluindo genéticas,
metabdlicas e anatdmicas. Tornando-o ideal para estudos sobre doencas hepaticas
humanas e avaliagao de bioatividade e toxicidade de substancias (KIM; SO; SHIN,
2023; LIN et al., 2022; TOKUMARU et al., 2024).

Os hepatocitos sdo fundamentais na capacidade regenerativa do figado e
manuten¢ao do metabolismo. Investigar o desenvolvimento da proliferacao celular
de hepatocitos permite entender mecanismos de reparo tecidual e tratamentos para
doencas hepéticas. Ja foi constatado o processo de plasticidade celular em modelo
de Zebrafish. Os autores relatam que suas células epiteliais do ducto biliar
transdiferenciam-se em hepatécitos e repovoam o figado apds uma perda extrema
de hepatdcitos (PU; ZHOU, 2022).

A espécie G. lucidum ja investigada, apresentou efeitos hepatoprotetores em
doencas como cancer de figado, doenca hepéatica gordurosa nao alcodlica, hepatite
B, fibrose hepatica e lesdes causadas por tetracloreto de carbono (CCls) e a-
amanitina. Seus mecanismos de hepatoprotecédo incluem a modulagéo de enzimas
hepéticas, supressédo da B-glucuronidase e manutengdo da homeostase do célcio
hepatocelular (AHMAD et al., 2023). Os polissacarideos de G. lucidum (GLPS)
apresentaram efeitos protetores contra hepatotoxicidade induzida por CClsin vitro
em fatias de figado de carpa (LIU et al., 2017). Além disso, os efeitos protetores de
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lesdo hepatica também foram relatados para o extrato aquoso de esporos de G.
lucidum (ZHANG et al., 2022).

Os compostos e extrato aquoso de Ganoderma sp. se destacam devido aos
seus efeitos hepatoprotetores e regeneracdo hepéatica, através de mecanismos
como modulacdo enzimatica e atividade antioxidante. Desse modo, séo candidatos
promissores tanto para prevencao quanto para tratamentos de doencas hepaticas.
O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade do extrato aquoso de Ganoderma sp.
(GN) sobre a viabilidade celular em hepatocitos de Zebrafish.

2. METODOLOGIA

Os espécimes de Ganoderma sp. (GN) foram coletados em &reas vegetativas
da regido sul do Rio Grande do Sul - Brasil, seguindo metodologia de coleta in situ
pelo método de caminhamento (FILGUEIRAS, T. S et al., 1994) e subsequente
identificacdo macromorfolégica. O método de extracao foi realizado por maceragéo
dinamica (SIMOES et al., 2007).

A linhagem celular foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ). Os hepatécitos de
zebrafish (Danio rerio), linhagem ZF-I (c6d. 0256) foram previamente cultivados
seguindo metodologia descrita por Ferrer et al. (2024).

A contagem celular foi feita em camara de Neubauer com coloragéo celular
por azul de tripan (0,4% m/v), ap0s contagem dos quadrantes calculou-se o valor
da suspensao celular a ser utilizada usando a férmula: N células mL-1 x V1 =1,106
x 10 mL. Apds, uma placa de 96 pocos (KASVI®, Brasil) foi utilizada para realizagdo
do ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazélio (MTT). A placa foi preenchida com 100uL da suspensdo celular e levada
a incubacéo por 24h a 28 °C para adeséo celular na placa. Apos 24h os tratamentos
com o extrato aquoso de Ganoderma sp. foi aplicado em duplicata no teste de MTT.
Em uma concentragéo inicial de 25 mg/mL foi adicionado 100 pyL do extrato no
primeiro poco e subsequentes 4 diluicdes seriadas. Os controles positivo e negativo
foram realizados em duplicata. Para o controle positivo foi adicionado 100uL de
dimetilsulféxido (DMSO em um poco contendo 100uL suspensdao celular, e como
controle negativo contendo apenas 100uL suspensédo celular. Apés, as placas
foram levadas a incubacéo por 24h a 28 °C sob leve agitacao (~20/30 RPM).

Apés incubacgdo overnight, uma solucao foi preparada contendo 50 mg de
MTT (Invitrogen, EUA) e 10 ml de PBS. Posteriormente foi adicionado 100 yL dessa
solucdo em cada poco, a placa foi fechada e revestida com papel aluminio para
impedir acédo da luz e mantida incubada por 4h a 28 °C sob leve agitacao (~20/30
RPM). Apoés esse periodo foi descartado o reagente MTT e adicionado 100uL de
DMSO em cada poco. Foi realizada a leitura em leitor de microplaca (Rosys Anthos
2010) nas faixas de absorbancia de 570 nm e 630 nm.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software estatistico GraphPad
Prisma 8. Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de duplicatas. As
médias foram comparadas usando Analise de Variancia (ANOVA) unidirecional
seguida pelo teste post-hoc de Dunnett.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O ensaio de MTT avalia a viabilidade celular através da atividade metabdlica
de enzimas mitocondriais ativas e, de forma indireta, a proliferacdo celular. A
porcentagem de viabilidade celular esta apresentada na figura 1.

A exposicdo das células ao extrato aquoso de Ganoderma sp. (GN)
apresentou viabilidade celular maior que o controle negativo (CN), onde continha
apenas suspensao celular viavel. Os valores acima de 100% na presenca do
extrato aquoso de Ganoderma sp. (GN) sugerem atividade de proliferacdo celular
em todas concentracdes analisadas. O extrato também nao apresentou reducao na
atividade mitocondrial em nenhuma concentracéo utilizada.

Foi possivel avaliar um efeito proliferativo em ZF-L na presenca do extrato
aguoso de Ganoderma sp. (GN). Nenhum dado da literatura utilizou o extrato
aguoso de Ganoderma sp. em ZF-L para comparacao de resultados.

Estes resultados contribuem e corroboram com evidéncias que indicam
efeitos hepatoprotetores de espécies de Ganoderma sp em ratos. Os achados de
Zhang et al. (2022), demonstraram que a lesao hepatica aguda induzida nos grupos
gue receberam o extrato aquoso de esporos de Ganoderma lucidum diminuiu de
forma dose-dependente, evidenciando efeito protetor do extrato sobre o figado,
reduzindo danos as células hepaticas.

As evidéncias de LIU et al., (2017) demonstraram que o tratamento com GLPS
preveniu a queda acentuada nos niveis de ATP, um marcador essencial da
viabilidade celular, que ocorreu em amostras de fatias de figado expostas ao CCla.
O GLPS também foi capaz de reduzir as atividades elevadas das enzimas GOT,
GPT e LDH, associadas ao dano hepético causado por CCls, sugerindo uma
protecdo eficaz da funcdo hepatica. Além disso, o GLPS aumentou
significativamente as atividades das enzimas antioxidantes, como SOD, CAT, GSH-
Px e T-AOC, indicando também que o mecanismo de protecao esta relacionado ao
fortalecimento das defesas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo.
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4., CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o extrato aquoso de Ganoderma sp. promoveu
aumento na atividade mitocondrial e sugeriu proliferacédo celular em hepatécitos de
Danio rerio, sem causar efeitos citotoxicos. Os resultados reforcam o potencial
hepatoprotetor do extrato, corroborando com evidéncias de estudos anteriores em
modelos animais. Além disso, este € o primeiro relato de avaliagdo da atividade do
extrato aquoso de Ganoderma sp. em células ZF-L, contribuindo para a ampliacéo
do conhecimento sobre suas propriedades bioativas.
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