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RESUMO

INTRODUCAO: O cancer é considerado a segunda principal causa de morte em varios
paises do mundo apesar dos avangos da terapéutica. Em paises Orientais cogumelos
comestiveis especialmente os da familia Agaricaceae fazem parte da medicina tradicional e
sdo extensamente utilizados no tratamento do cancer devido as suas propriedades
nutricionais que atuam na melhora das alteragdes metabdlicas constantemente presentes em
pacientes portadores de tumores malignos e também devido as suas propriedades
farmacoldgicas que atuam principalmente no aumento da resposta imunolégica.
OBJETIVOS: Avaliar os efeitos farmacolégicos e nutricionais do fungo Agaricus
sylvaticus (Agaricaceae) em animais inoculados com tumor sélido de Walker 256.
MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados 120 ratos machos adultos separados em 6
grupos, sendo 2 grupos controle ndo inoculados com tumor de Walker: Grupo I — tratado
com solugdo placebo por gavagem a cada 12 horas por 12 dias e Grupo II- tratado com
solucdo de A. sylvaticus por gavagem a cada 12 horas por 12 dias. Quatro grupos foram
inoculados com tumor de Walker e tratados da seguinte forma: Grupo III — tratado com
solugdo placebo por gavagem a cada 12 horas por 12 dias; Grupo IIIS — tratado com
solucdo placebo por gavagem a cada 12 horas até o dia do 6bito para avaliacao do tempo de
sobrevida; Grupo IV tratado com solucdo de A. sylvaticus a cada 12 horas por 12 dias e
Grupo IVS - tratado com solucdo A. sylvaticus a cada 12 horas até a data do 6bito. Para a
andlise das varidveis estudadas, foram realizadas avalia¢des clinicas, hemograma completo,
exame bioquimico, medi¢ao dos tumores, necropsia e avaliagao do tempo de sobrevida.
RESULTADOS: Todos os animais inoculados com tumor apresentaram anemia
normocitica, alteracdo das taxas de creatinina, uréia, triglicerideos, glicose e proteina C
reativa, perda de peso, sinais clinicos e mudanca de comportamento caracteristico de dor,
sofrimento e desconforto. Os animais inoculados com tumor tratados com A. sylvaticus
apresentaram valores de hematdcrito e hemoglobina mais proximos dos valores de
referéncia comparados aos animais inoculados com tumor tratados com placebo (p < 0,05)
indicando uma melhora do quadro anémico. Os exames bioquimicos mostraram que as
taxas de uréia, triglicerideos e proteina C reativa foram mais préximas do normal nos
animais inoculados com tumor tratados com A. sylvaticus comparados aos animais
inoculados com tumor tratados com placebo (p < 0,05). Na avalia¢do clinica os animais
com tumor tratados com o fungo apresentaram menor incidéncia de sinais caracteristicos de
dor e sofrimento comparados aos tratados com placebo (p < 0,01). O volume tumoral
também foi menor no grupo tratado com cogumelo comparado ao grupo nio tratado (p <
0,05). Nao foi observado aumento da sobrevida dos animais tratados com A. sylvaticus (p >
0,05). Os animais controle tratados com A. sylvaticus ndo apresentaram alteracoes
hematoldgicas, bioquimicas ou clinicas, comparados aos animais controle tratados com
placebo o que indica que este fungo apresenta boa tolerabilidade.

CONCLUSAO: Estes resultados sugerem que o fungo A. sylvaticus pode ser utilizado
como adjuvante no tratamento do cancer atuando na melhora do quadro clinico.
PALAVRAS CHAVE: Agaricus sylvaticus, tumor de Walker 256, adjuvante.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is the second cause of death in a great number of countries
despite therapeutic advances. In Oriental countries such as Japan and China, edible
mushrooms, specially the ones belonging to Agaricaceae family are ingredients of
traditional medicine and are widely used as adjuvants in the treatment of cancer due to its
nutritional properties that improve metabolic alterations and also to its pharmacological
properties that increase the immunological response.

AIM: The aim of the present study was to evaluate the pharmacological and nutritional
properties of the mushroom Agaricus sylvaticus (Agaricaceae) in animals inoculated with
Walker 256 tumor.

MATERIALS AND METHODS: 120 male Wistar rats, adults were separated in 6
groups. Two control groups: Group I- treated with placebo solution by gavage every 12
hours for 12 days and Group II- treated with A. sylvaticus solution by gavage every 12
hours for 12 days. Four groups of animals were inoculated with Walker 256 tumor and
separated as following: Group III — treated with placebo solution by gavage every 12 hours
for 12 days; Group IIIS — treated with placebo solution by gavage every 12 hours until the
day of death to evaluate animal's surviving time; Grupo IV- treated with A. sylvaticus
solution by gavage every 12 hours for 12 days and Group IV- treated with A. sylvaticus
solution by gavage every 12 hours until the day of death.

RESULTS: The control animals treated with A. sylvaticus presented no alterations in
clinical, hematological and biochemical analyses compared to control animals treated with
placebo indicating that this fungus is well tolerated. The animals inoculated with tumor
presented normocitic anemia, alteration in creatinine, urea, triglicerides, glucose and C
reactive protein rates, weight loss, clinical signs and behavioural changes that are
characteristics of pain and suffering. Cancer animals treated with A. sylvaticus presented
hematocrit and hemoglobin rates nearer the normal values when compared to animals
treated with placebo ( p < 0,05), indicating an improvement of anemic state. The
biochemical exams showed an improvement of urea, triglicerides and C reactive protein
rates in the animals treated with A. sylvaticus, compared to animals treated with placebo ( p
< 0,05). In clinical evaluation the animals treated with the fungus presented less incidence
of characteristic signs of pain and suffering compared to the ones treated with placebo ( p <
0,01). The tumoral volume was also smaller in the group treated with mushroom compared
to the no treated group ( p < 0,05). It was not observed an improvement in surviving time in
the animals treated with A. sylvaticus ( p > 0,05).

CONCLUSION: These results suggest that the edible mushroom A. sylvaticus can be used
as an adjuvant in cancer treatment to improve patient’s clinical state.

KEY WORDS: Agaricus sylvaticus, cancer, adjuvant.

X1



1.INTRODUCAO

O cancer € uma doenga que apresenta diferentes manifestacdes clinicas, variadas
localizagdes topograficas e mesmo dentro de uma mesma topografia apresenta diferentes
tipos morfolégicos que guardam em comum duas caracteristicas bioldgicas principais: o
crescimento celular descontrolado e a capacidade de se estender para além do tecido de
origem. Estas caracteristicas sao resultado de eventos diversos, que sdo iniciados a partir de
alteracdes moleculares progredindo para as alteragdes genéticas, cromossOmicas, nucleares,
celulares, teciduais, organicas e entdo sistémicas I

Teorias atuais definem o cancer como um tecido anormal gerado por mutagdes
génicas %. A carcinogénese é resultado do acimulo de defeitos genéticos na célula que
resultam em comportamentos anormais como: estimulo mitogénico constante,
insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento e pré-apoptéticos, potencial
proliferativo ilimitado, angiogénese, invasdo e metdstase °.

O cancer € uma doenca com alta prevaléncia associada a altas taxas de mortalidade
sendo a segunda principal causa de morte em virios paises do mundo *. Segundo o Instituto
Nacional do Cancer no Brasil estimativa para o ano de 2006 era de 234.570 novos casos
para o sexo masculino e 237.480 para o sexo feminino, estando em primeiro lugar o cancer
de pele ndo melanoma e em seguida os tumores de mama e préstata °.

O tratamento atual do cancer consiste na radioterapia, quimioterapia e cirurgia.
Alguns tumores em estigios iniciais podem ser curados com uma modalidade terapéutica
isolada enquanto no tratamento de tumores avangcados e com metdstases distais sao

utilizadas associacdes terapéuticas °.
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Desde a ultima década tem sido observado o aumento do uso de terapias nao
convencionais mesmo em paises desenvolvidos. A busca por formas de cura alternativas
deve-se a uma falta de uniformidade na cura do cancer e da necessidade de reduzir a
ansiedade e de retomar o controle da satide .

Alguns cogumelos comestiveis sdo utilizados em todo o mundo como fontes de
nutrientes e possuem substancias com efeito farmacoldgico que podem ser benéficas na
terapia adjuvante do cancer ¥ O documento mais antigo sobre os cogumelos como agentes
medicinais foi escrito na India, 3000 anos antes de Cristo. Na China os efeitos benéficos de
vérias espécies foram compilados no "Shen Nong Ben Cao Jing", uma espécie de matéria
médica escrita entre 200 a.C e 200 d.C. °.

O efeito antitumoral € atribuido a restauracdo e melhora da resposta imunoldgica
através da estimulacdo da imunidade celular por polissacarideos que estdo presentes na
composi¢do dos cogumelos 10 Substancias com acdo antitumoral foram também
identificadas além de metabdlitos com acdo antiinflamatéria em espécies do género

11,

. 12 . .. , ., . ~
Agaricus . Nutrientes essenciais como proteinas, aminodcidos e carboidratos sdo

encontrados em cogumelos, desta forma estes podem reduzir as deficiéncias nutricionais
bem como a progressio da caquexia melhorando a qualidade de vida do paciente 1314
Ensaios in vitro, in vivo e clinicos mostram a ac¢do benéfica de fungos medicinais
em varias doencas principalmente no cancer, sendo estes utilizados como adjuvantes
terapéuticos. Desta forma, algumas espécies como o Agaricus sylvaticus vem despertando o

interesse de pesquisadores visto que esta espécie € rica em substancias farmacologicamente

. . .. e .o, .. 1
ativas e nutrientes essenciais, demonstrando boa tolerabilidade e baixissima toxicidade >

16,17
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Neste estudo pretende-se desenvolver primeiramente os conceitos € discussdes
sobre o cancer, origem, tratamentos e epidemiologia, bem como a terapia adjuvante com
cogumelos comestiveis sendo abordados também a biologia, taxonomia e morfologia dos
fungos agaricales suas propriedades farmacoldgicas e nutricionais no item revisdo de
literatura. A dissertacao foi elaborada no formato de artigo, sendo os resultados e discussao
apresentados em dois artigos. O primeiro: “Efeitos do cogumelo comestivel Agaricus
sylvaticus sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos de animais inoculados com
tumor sélido de Walker 256, traz uma pequena revisdo sobre anemia e alteracdes
bioquimicas dos pacientes com cancer € demonstra como o cogumelo A. sylvaticus foi
capaz de melhorar o quadro anémico e os parametros bioquimicos de animais portadores de
um tumor experimental. O segundo artigo: “Efeitos farmacolédgicos do cogumelo Agaricus
sylvaticus sobre o tumor sélido de Walker 256, aborda os efeitos secundérios do cancer e
suas implicagdes para a qualidade de vida e sobrevida e mostra como o cogumelo Agaricus
sylvaticus atua na melhora do quadro clinico, reduz o crescimento tumoral e a ocorréncia de

metastases em animais inoculados com tumor experimental.
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1.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos farmacoldgicos e nutricionais do fungo Agaricus sylvaticus em ratos

inoculados com tumor sélido de Walker 256.

1.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do tratamento com o fungo Agaricus sylvaticus no tempo de sobrevida

dos animais inoculados com Tumor sélido de Walker 256;

e Avaliar os efeitos do tratamento com o fungo Agaricus sylvaticus na melhora do quadro

clinico dos animais inoculados com Tumor sélido de Walker 256;

e Avaliar os efeitos do tratamento com o fungo Agaricus sylvaticus no crescimento tumoral

e na disseminagao metastatica nos animais inoculados com Tumor sélido de Walker 256;

e Avaliar a ocorréncia de alteragdes hematolégicas e bioquimicas apds a suplementacao

dietética com fungos Agaricus sylvaticus nos animais com Tumor s6lido de Walker 256.

15



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Base Conceitual
A seguir serdo apresentados os conceitos que fundamentam a discussdo a ser
realizada nessa dissertacdo. Tais conceitos englobam a carcinogénese e seus efeitos e os
tratamentos utilizados atualmente; os aspectos farmacoldgicos e nutricionais dos fungos

agaricales e a utilizagcdo do fungo Agaricus sylvaticus no tratamento adjuvante do cancer.

2.2. Carcinogénese

A proliferacdo exacerbada das células € a base da formagdo de tumores em
conseqiiéncia de deficiéncias na regulacdo do ciclo celular '®. As células tumorais
apresentam crescimento anormal e diferem das células normais por ndo serem responsivas
aos mecanismos que controlam a divisdo celular, possuirem potencial replicativo ilimitado
e serem capazes de escapar da apoptose. Cancer € um tumor bem desenvolvido com
capacidade especifica para invadir e destruir o parénquima do 6rgao afetado. O substrato
nutricional para estas células provém da circulagdo sanguinea sendo que estas sdo capazes
de produzir proteinas que estimulam o crescimento de vasos sanguineos para suprir o
tumor'” .

Progressos no entendimento dos mecanismos da carcinogénese t€ém sido feitos a
partir da descoberta dos oncogenes, protoncogenes e genes supressores de tumores. Os
proto-oncongenes codificam vérias das proteinas do complexo sinalizador que permite a
célula normal responder a fatores de crescimento exdgenos. Oncogenes sdao celulares ou

inseridos na célula por virus e participam deste circuito de sinaliza¢do, porém apresentam

um comportamento aberrante. As proteinas codificadas pelos oncogenes ativam o circuito
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de divisdo celular mesmo na auséncia de fatores de crescimento extracelular, for¢cando as
células a iniciarem o processo de divisdo 2 0s genes supressores de tumores tém
habilidade de induzir a morte celular programada suprimindo o crescimento de células
tumorais que contenham multiplas alteracdes genéticas 22.23.18.24.

Virios agentes estdo direta ou indiretamente relacionados ao surgimento de
tumores. A ligacdo dos agentes carcinogénicos ao DNA das células provoca mutagdes que
podem agir de vdrias formas incluindo a promog¢do direta da proliferacdo celular ou o
bloqueio da apoptose resultando um actimulo de danos celulares que nao foram reparados 3,
Os agentes que podem causar danos ao DNA incluem produtos naturais do metabolismo
como as espécies reativas de oxigénio, produtos da peroxidacdo lipidica, agentes
alquilantes, estrégenos, espécies reativas de nitrogé€nio, agentes clorinantes e certos
intermedidrios de algumas vias metabdlicas, fontes exdgenas inevitdveis tais como
radiacOes ultravioleta e radiacOes ionizantes de ocorréncia natural e substancias quimicas
genotoxicas presentes naturalmente ou como contaminantes na dieta e no ar =°.

As células tumorais geralmente diferem histologicamente de suas correspondentes
normais, sendo menos especializadas nas suas fun¢des. Conforme as células cancerosas vao
substituindo as normais os tecidos invadidos vao perdendo suas fun¢des podendo levar a
disfuncdo organica e conseqiientemente a faléncia do 6rgdo sendo esta a causa de muitas
complicagdes e em casos mais graves pode levar o paciente a 6bito 2,

A massa tumoral presente do sitio de conversdo das células normais em células
tumorais € chamada de cancer primdrio. As células tumorais podem expandir como
resultado da continua divisdo celular, invadindo os tecidos adjacentes ou podem formar

metéstases distais, considerando que estas estdo pouco aderidas entre si e podem se

desprender e atingir tecidos distantes migrando via circulacdo sanguinea ou linfética, sendo
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que o local aonde estas células vao se alojar formando novos tumores € determinado por

27, 28

fatores quimiotaticos e de crescimento As metdstases sdo responsaveis pela maioria

das falhas no tratamento e por 60% das mortes por cancer no mundo inteiro .

As sindromes paraneopldsicas sdo o indicativo de que os tumores afetam os tecidos
normais distantes do sitio primdrio. Estas sindromes sdo extremamente diversas e afetam
todos os orgdos e tecidos. As manifestagdes clinicas mais freqlientes sdo: caquexia,
anorexia, ndusea, neuropatia, retinopatia, mal-estar generalizado e mau funcionamento dos
orgdos. Entre 7 e 15% dos pacientes com cancer apresentam sindromes paraneoplasicas que
podem ser o sinal da presenca de um tumor ainda ndo descoberto, podem ocorrer em
estdgios avancados da doenca ou serem o sinal de recidiva de uma neoplasia 330,

Indmeros efeitos sistémicos sdao observados em pacientes com cancer em estigios
mais avancgados. Estes incluem a caquexia caracterizada pela perda de massa muscular e
adiposa, supressao da imunidade, efeitos bioquimicos como reduc¢do da catalase hepatica,
albumina e ferro sérico *'. Ocorrem também alteragdes no metabolismo de proteinas,
carboidratos e lipideos e alteracdes nas taxas de uréia, creatinina, triglicerideos e glicose 32
33 Muitos destes efeitos estio associados a um mau prognoéstico e uma redugdo da
sobrevida dos pacientes 3431

A cada ano o cancer tem se consolidado como um problema de satde publica em
todo o mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o cancer atinge pelo
menos 9 milhdes de pessoas e mata 5 milhdes a cada ano, sendo hoje a segunda causa de
morte por doengas em paises desenvolvidos. A American Cancer Society (ACS) estima que
mais de 1 milhdo de novos casos sejam diagnosticados a cada ano 3,

A distribui¢@o das taxas de incidéncia e mortalidade de tumores malignos tem sido,

em muitos paises de grande importincia para o estabelecimento de diretrizes de politicas
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publicas e o planejamento de ag¢des de prevencdo e controle do cancer e de assisténcia
paliativa, em ambito nacional, estadual e municipal 36,

Os tipos de cancer mais incidentes na populacio brasileira segundo as estatisticas
realizadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2006 seriam: o cancer
de pele ndo melanoma (116 mil novos casos), seguido pelos tumores de mama feminina (49
mil), préstata (47 mil), pulmao (27 mil), célon e reto (25 mil), estdbmago (23 mil) e colo de
tdtero (19 mil) .

Os tumores mais incidentes para o sexo masculino seriam: o cancer de pele ndo
melanoma (55 mil novos casos), prostata (47 mil), pulmdo (18 mil), estbmago (15 mil) e
cOlon e reto (11 mil). Para o sexo feminino destacam-se os tumores de pele nio melanoma
(61 mil novos casos), mama (49 mil), colo do ttero (19 mil), célon e reto (14 mil) e pulmao
(9 mil) °.

A distribui¢c@o de novos casos de cancer, é bem heterogénea entre estados e capitais
do pais, o que fica bem evidenciado ao se observar a representacdo espacial das diferentes
taxas brutas de incidéncia. As regidoes Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas, enquanto
as regioes Norte e Nordeste apresentam taxas mais baixas. As taxas da regido Centro-Oeste
apresentam um padrio mediano °.

A radioterapia, quimioterapia e a cirurgia constituem atualmente o tratamento do
cancer podendo ser combinadas quando os tumores encontram-se bastante desenvolvidos e
com metéstases distais °. Na radioterapia, ondas eletromagnéticas penetram nos tecidos e
ddo origem a elétrons livres, radicais livres e espécies livres de oxigénio que sdo capazes de
interagir com o DNA da célula causando a morte da mesma, desta forma atingindo células
cancerosas e normais °'. Os agentes quimioterdpicos também interagem com o DNA da

célula causando a morte da mesma e atuam de forma inespecifica danificando os tecidos
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normais. A técnica cirdrgica pode levar a remoc¢do de tumores s6lidos com eficédcia se ndo
houver metdstases ou extensa invasdo tecidual .

Terapias alternativas e adjuvantes sdo muitas vezes empregadas na melhora da
qualidade de vida do paciente. A Organizacdo Mundial de Satde define qualidade de vida
relacionada a saide e estado subjetivo de saide como : “conceitos centrados na avaliagdo
subjetiva do paciente, mais necessariamente ligados ao impacto do estado de saide sobre a
capacidade do individuo viver plenamente 38,

As terapias ndo convencionais sdo descritas como um conjunto de préticas de
prevengdo, diagnostico e tratamento a parte do modelo médico dominante. Com a doenca,
particularmente o cncer, o individuo sente-se intimidado com a possibilidade do fim da
sua existéncia. A ansiedade gerada determina comportamentos variados e leva a busca de
outras formas de tratamento. Assim as priticas ndo convencionais ddo ao paciente
oncoldgico mais uma op¢do e complementacdo ao tratamento oficial a ele sugerido. Esta
pratica, no entanto deve ser aplicada com cautela devido ao risco do paciente abandonar o
tratamento tradicional prejudicando as chances de cura e o risco de interagdes indesejaveis
entre o tratamento padrio e as terapias alternativas .

Avancos no estudo do cancer e em formas terapéuticas eficazes vém sendo feitos
por pesquisadores do mundo inteiro. A utilizacdo de modelos experimentais de cancer
permite conhecer mais profundamente esta doenca bem como testar novas modalidades
terapéuticas. O carcinossarcoma de Walker foi descoberto e isolado por George Walker em
1928, a partir de um adenocarcinoma de mama de rata e vem sendo extensamente
empregado no estudo da fisiopatologia do cancer 9 Este tumor representa um bom modelo
experimental pela facilidade de ser manipulado in vitro e falhas na inocula¢do ou remissao

A = 40, 41
espontanea sao raras = .
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2.3. Taxonomia, Morfologia e Biologia dos Agaricales de Interesse Farmacoldgico

A rota taxondmica do Agaricus sylvaticus (Figura 1) é: Reino Fungi, divisao
Basiodiomicota, sub-divisao Homobasidiomycetidade, ordem Agaricales, familia
Agaricaceae, género Agaricus *>. Os basidiomicetos fazem parte dos chamados fungos
verdadeiros que somam aproximadamente 35% das espécies de fungos descritas na
literatura. Seu impacto ecoldgico varia de acordo com seu estilo de vida podendo ser:
saprofitas, que tem papel importante na reciclagem de material organico, simbiontes que
formam ectomicorrizas com plantas vasculares, facilitando a absor¢cao de nutrientes por
essas e parasitas, capazes de causar doencas em plantas e animais . (renumerar as
referéncias)

Os cogumelos sao fungos macroscopicos que produzem enzimas capazes de
degradar a matéria organica complexa e entdo absorver substincias soldveis **. Na verdade,
o cogumelo constitui uma fase temporaria do ciclo de vida destes fungos, é a estrutura onde
ocorre a reproducdo sexuada sendo também conhecido como corpo de frutificagao,
carpéforo ou basidiocarpo, atualmente denominado basidioma. Apds a dispersdao dos
basididsporos os basidiomas acabam apodrecendo ou sendo comidos por insetos, enquanto
o organismo em si é formado pelo micélio vegetativo, que coloniza e explora o substrato *.

O micélio é formado por células tubulares que se juntam formando filamentos que
sao chamados hifas. As hifas se juntam formando o micélio e estes em casos especiais
formam tecidos como os corpos de frutificacdo. As células dos fungos nao s@o protegidas
por cuticula e contém quitina em sua composicio “°.

O nimero estimado de espécies de cogumelos no mundo inteiro € de 140.000 sendo

2.000 consideradas préprias para consumo e 700 possuem propriedades farmacoldgicas
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comprovadas 2. No Brasil existem aproximadamente 136 géneros e 1.011 espécies de
acordo com um levantamento realizado entre 1990 e 1991. Estes nimeros vém sofrendo
~ c o~ , . 45
alteracdes com a descri¢do de novas espécies .
A ordem Agaricales tem sido bastante estudada, compreende 300 géneros e
. L. .. 4 - .
aproximadamente 5000 espécies em termos mundiais >, Poucos cogumelos sdo cultivados
no mundo inteiro em escala comercial, entre estes podem ser citadas seis espécies:
Pleurotus ostreatus, Agaricus brunescens, Agaricus bitorquis, Lentinula edodes,

Volvariella volvacea e Flamulina velutipes .

Figura 1: Agaricus sylvaticus

2.4. Aspectos Nutricionais dos Fungos Agaricales

O uso de cogumelos na alimentacdo brasileira € pouco comum, apesar de seu sabor
aprecidvel e de seu alto valor nutricional *’. Estes estdo entre as maiores fontes de
nutrientes essenciais podendo ser comparados com carne, ovos € leite. Sdo encontrados em
sua composi¢do: fibras, polissacarideos estruturais, beta-glucanas, homo e hetero-glucanas,
vitaminas como tiamina e riboflavina e minerais como fésforo, sédio, potédssio e célcio. O
valor caldricos dos cogumelos A. bisporus e Pleurotus ostreatus € de 34 e 131 kcal em uma

porc¢do de 100g 48,49,
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A avaliacao do perfil lipidico do cogumelo A. bisporus, revelou que este apresenta
10 4cidos graxos, sendo que o 4cido linoleico e o oléico sdo os dcidos graxos insaturados
predominantes e o dcido graxo saturado predominante € o dcido palmitico. Foi detectada a
presenca de esterdis, acilglicerois e fosfolipides .

A quantidade de proteinas presente em cogumelos da familia Agaricaceae pode
variar de 19 a 39% em peso seco. A andlise de espécies do género Agaricus revelou a
presenca dos aminodcidos: dcido aspdrtico, treonina, serina, glutamina, glicina, valina,
alanina, cisteina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, lisina, histidina,
arginina e prolina o152

O extrato aquoso do cogumelo Agaricus sylvaticus apresenta em sua composicao
de acordo com as andlises do Japan Food Research Laboratories Center: carboidratos
(18.51g/100g) lipideos (0.04g/100g) ergosterol (624 mg/100g), proteinas (4.99g/100g),
aminodcidos  (arginina:1.14%; lisina:1.23%; histidina:0.51%; fenilalanina:0.92%;
tirosina:0.67%;  leucina:1.43%; metionina:0.32%;  valina:1.03%;  alanina:1.28%:;

glicina:0.94%; prolina:0.95%; acido glutamico:3.93%; serina:0.96%; treonina:0.96%; 4cido

aspartico:1.81%; triptofano:0.32%; cisteina:0.25%) e micronutrientes em quantidades traco.

2.5. Aspectos Farmacologicos dos Fungos Agaricales

Por viérios séculos os povos asidticos atribuiram propriedades medicinais aos
cogumelos. Documentos foram escritos na China por volta do ano 500 a.C. sobre as
propriedades do extrato do cogumelo Ganoderma lucidum, especialmente as propriedades
anticancerigenas. As propriedades do fungo Lentinula edodes foram escritas no ano 1650

d.C na China sendo este considerado o elixir da vida por possuir a habilidade de aumentar a
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energia vital. No final do século XX pesquisadores japoneses demonstraram as
propriedades antitumorais do cogumelo Agaricus blazei sendo este atualmente o alvo de
vrios estudos *°.

Os fungos além de apresentarem em sua composi¢do VAarios nutrientes, possuem
substancias com diversas agdes farmacoldgicas. Estudos in vivo mostram que animais com
deficiéncia de células-T, células natural killer ou moléculas especificas como interferon-0,
interleucina-12 e fator de necrose tumoral apresentaram maior incidéncia de tumores. A
presenca de substincias imunomoduladoras justifica o uso dos cogumelos no tratamento de
varias doencgas por serem capazes de produzir o aumento da resposta imunoldgica do
hospedeiro contra infec¢des flngicas, bacterianas, virais bem como contra células
tumorais™* >°.

As beta-glucanas s@do um grupo heterogéneo de polimeros de glicose cuja cadeia
principal é formada por unidades glucopiranosidica unidas por ligagcdes B(1—3), B (1—4)
ou ambas podendo ser simples ou ramificada e as cadeias laterais sdo unidas por ligacdes 3
(1—-6). Os efeitos imunomoduladores estdo ligados ao tamanho da cadeia, grau de
ramificacdo e estrutura tercidria. Os leucdcitos possuem receptores de membrana para as
glucanas. Em estudos in vitro estas substancias foram capazes de estimular a producio de
mediadores pro-inflamatérios e citocinas como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a 36,54,

Alguns autores sugerem que nutrientes especificos possam melhorar a resposta
imunoldgica e conseqiientemente o progndstico de pacientes com cancer, dentre estes
nutrientes destaca-se o aminodcido arginina presente em espécies de fungos. Este
aminodcido tem apresentado muitas acdes farmacoldgicas e fisioldgicas tais como:

precursor metabdlico da creatinina, creatina, poliaminas, 6xido nitrico e importante

participacdo no ciclo da uréia além de estar relacionado ao aumento da atividade das células
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natural killer e células T-helper além de estimular a producdo das citocinas interleucina 1
(IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-o (TNF-a). 37,

A fracdo lipidica de Agaricus blazei administrada a animais com tumores
experimentais mostrou a redu¢do do crescimento tumoral devido a presenca do ergosterol
que ndo tem ac¢do citotéxica direta, porém inibe a neovasculariza¢do induzida pelo tumor.
Em um estudo in vivo o ergosterol foi administrado na cavidade peritoneal de animais
com carcinoma hepdtico de Lewis. Os resultados mostraram que esta substancia foi capaz
de reduzir o crescimento tumoral devido a redu¢@o da neovascularizagdo do mesmo 2859,
Takei (2005) realizou um ensaio in vitro no qual mostrou que peréxidos de ergosterol
extraidos de espécies de cogumelos sdo capazes de induzir apoptose em células HL60 de
leucemia humana %.

Lectinas sdo proteinas que tém a capacidade de se ligar irreversivelmente a
carboidratos tendo propriedades bioldgicas como: aglutinagdo de hemadcias e inibi¢do do
crescimento de determinadas células ®'. A lectina encontrada no fungo Volvariella volvacea
apresenta acdo antitumoral contra as células de sarcoma S180, a lectina extraida do fungo
Grifola frondosa € citotoxica para as células HeLLa enquanto a lectina de Agaricus bisporus
possui atividade antiproliferativa contra a linhagem HT29 de cancer de célon e a linhagem
MCF-7 de tumor de mama. Estas substincias t€m se mostrado eficazes em ensaios clinicos
para tratamento da psoriase .

Muitos aspectos importantes como os mecanismos de acdo e possiveis efeitos
téxicos das substincias ativas encontradas em espécies de cogumelos que possuem
atividade terapéutica ainda precisam ser elucidados através de ensaios in vitro, in vivo e

clinicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparacao dos Animais

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos, com idade de 90 dias, isogénicos, com
pequeno desvio padrdo de peso. Todos foram distribuidos em gaiolas contendo cinco ratos
e mantidos para ambientacdo durante os cinco dias que antecederam o inicio do tratamento,
sob idénticas condi¢des, com ciclos de luz de 12h/dia, dgua e racdo ad libitum. Este
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de

Brasilia, em 12 de abril de 2004.

3.2. Forma de preparo das solucoes de Agaricus sylvaticus e placebo

O extrato aquoso foi preparado a partir de uma infusdao do cogumelo desidratado,
em 4gua filtrada inicialmente a 100° C por 30 minutos, liquidificado, peneirado e seco em
dissecador. A solucdo final contendo extrato de A. sylvaticus apresenta a seguinte
formulacao: Extrato de A. sylvaticus, sorbato de potéssio, extrato de cravo da india, agicar
e xarope de glicose. A solucdo placebo apresenta em sua formulagdo: Sorbato de potéssio,
extrato de cravo da india, extrato de canela, actcar refinado e xarope de glicose.

Ambas as solugdes foram obtidas de produtor da regido de Tapirai, interior do

Estado de Sao Paulo, credenciado pela Empresa Brasileira de Agropecuéria (Embrapa).
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3.3. Dieta dos Animais e Posologia do Agaricus sylvaticus (Agaricaceae)

A ragdo utilizada no estudo foi Labina (Agribands Purina do Brasil, LTDA), que
contém proteina (23,0%), minerais (8,0%), fibras (5,0%) e vitaminas (tracos). A solu¢do
contendo Agaricus sylvaticus foi administrada na concentracdo de 50mg/kg/dia mediante

procedimentos de gavagem orogéstrica (Figura 2).

Figura 2: Realizacdo de gavagem orogdstrica em animal experimental.

3.4. Procedéncia, Manutencao e Inoculacao do Tumor sélido de Walker 256

A linhagem A do tumor de Walker 256 (origem :The Crist Hospital Line, National
Cancer Institute Bank, Cambridge, Mass., USA), foi obtida junto a Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp) e foi conservada em freezer -80°C. A técnica de inoculacio
utilizada nos animais foi dilobular e subcutdnea, na regidao dorso-lombar, totalizando 2
inoculagdes por animal, com aproximadamente 4 milhdes de células por inoculagdo,

seguindo o protocolo de Novaes, 1999 63,
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3.5. Amostragem e Grupos de Estudo

O numero total de animais do experimento foi de 120 ratos machos que foram separados
nos seguintes grupos:

Grupo I (n = 20): Controle/ placebo. Os animais ndo foram inoculados com tumor sélido
Walker 256 e receberam solugdo placebo por gavagem a cada 12 horas por 12 dias. No 13°
dia foi realizada coleta de sangue por pun¢do cardiaca, em seguida eutandsia sob anestesia
com halotano e a necropsia foi realizada imediatamente apds o ébito do animal.

Grupo II (n = 20): Controle/agaricus. Os animais nao foram inoculados com tumor sélido
de Walker 256 e receberam suplementacdo com A. sylvaticus na dose de 50mg/kg de peso
corporal por gavagem a cada 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada a coleta de
sangue por puncao cardiaca, em seguida eutandsia sob anestesia com halotano e a necropsia
foi realizada imediatamente apds o 6bito do animal.

Grupo III (n = 20): Tumor/placebo. Os animais foram inoculados com tumor sélido de
Walker 256. A administragao da soluc@o placebo foi iniciada 12 horas apds a inoculagao
das células tumorais e mantida de 12 em 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada
coleta de sangue por punc¢do cardiaca e em seguida a eutandsia sob anestesia com halotano
e a necropsia foi realizada imediatamente ap6s o 6bito do animal.

Grupo IIIS (n = 20): Tumor/placebo-sobrevida. Os animais foram inoculados com tumor
solido de Walker 256. A administracdo da solug@o placebo foi iniciada 12 horas apds a
inoculag@o das células tumorais e mantida de 12 em 12 horas até a data do 6bito do animal
para avalia¢do do tempo de sobrevida.

Grupo IV (n = 20): Tumor/agaricus. Os animais foram inoculados com tumor sélido de

Walker 256. Foi administrada solucdo contendo o extrato de A. sylvaticus na dose de
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50mg/kg de peso corporal por gavagem, sendo iniciada 12 horas apds a inoculagdo das
células tumorais e mantida de 12 em 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada a coleta
de sangue, em seguida eutandsia sob anestesia com halotano e a necropsia foi realizada
imediatamente apds o 6bito do animal.

Grupo IVS (n = 20): Tumor/agaricus-sobrevida. Os animais foram inoculados com tumor
sOlido de Walker 256. Foi administrada solu¢ao contendo extrato de A. sylvaticus na dose
de 50mg/kg de peso corporal, por gavagem sendo iniciada 12 horas apds a inocula¢io das
células tumorais e mantida de 12 em 12 horas até a data do 6bito do animal para avaliagdao

do tempo de sobrevida.

3.6. Peso da Carcaca

O peso dos animais de cada grupo foi aferido a cada dois dias em balanca semi-
analitica. A alteracdo do peso corpdreo foi calculada pela subtracdo do peso final (animal
morto) e o peso inicial. O peso da carcaca dos animais correspondeu ao ultimo peso do

animal subtraindo-se o peso dos tumores.

3.7. Tempo de Sobrevivéncia dos Animais

Os animais foram tratados até o dia do dbito e foi calculada a média entre grupos do

tempo de sobrevivéncia.
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3.8 Avaliacao Clinica dos Animais

Fichas individuas para avaliagdo clinica foram utilizadas. Para cada parametro
clinico foi dada uma pontuacdo de acordo com as reagdes apresentadas pelo animal

segundo o sistema desenvolvido por Morton e Griffiths (1985) 64 (Tabela 1).
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Tabela 1: Avaliacio de dor, sofrimento e desconforto em animais experimentais:

Parametro ID do animal data data
Alteragoes Normal (0)
ponderais Incerto: < 5% de perda (1)
10 — 15% de perda; alteracdes nas fezes (2)
> 20% de perda; reducdo da ingestdo de dgua e alimento (3)
Aparéncia fisica Normal (pelagem normal, olhos claros e brilhantes) (0)

Pelagem dspera (1)

Piloerecdo, secrecdo nasal e ocular (2)

Piloerecdo, postura anormal, olhos palidos e pupilas dilatadas (3)

Sinais clinicos

Normal (0)

mensurdveis Pequenas mudangas com significado importante (1)
Alteracdo da temperatura, alteracdes do ritmo cardiaco e respiratério > 30% (2)
Alteracdo da temperatura, altera¢des do ritmo cardiaco e respiratério > 50% (3)
Comportamento Normal (0)
Pequenas mudangas (1)
Reduc¢do da mobilidade, do estado de alerta, inatividade e separac¢do do grupo (2)
Vocalizacdes espontaneas, auto-mutilacdo e imobilidade (3)
Respostas Normal (0)
comportamentais

aos estimulos

externos

Depressao ou respostas exageradas (1)

Respostas moderadamente anormais, mudangas moderadas de comportamento (2)

Reacdes violentas a estimulos externos ou resposta muscular muito fraca (3)
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3.9. Exame Anatomo-patolégico dos Animais

A necropsia dos animais foi realizada imediatamente apds o Obito, mediante a

dissecc¢do total das visceras.

3.10. Pesagem e Determinacao do Volume Final dos Tumores

Os tumores foram pesados em balanca analitica. O peso final refere-se a média dos
2 tumores de cada rato, conforme validado previamente (NOVAES et al, 1999). O volume
do tumor estimado utilizando-se a férmula: V = L.W.D /6, onde L é o comprimento, W € a
largura e D € a espessura. As medi¢des foram realizadas com paquimetro, adotando-se a
precisdo de duas casas decimais (Figura 2). O instrumento foi aferido pela Associacio

Brasileira de Normas Técnicas-ABNT (Novaes, 1999) 03,

Figura 3: Medicao de um tumor retirado no 13° dia apds a inoculacio.
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3.11. Andlise Bioquimica: Dosagem de Creatinina, Uréia, Glicose, Triglicerideos e

Proteina C Reativa

Foram colhidos 2,5 ml de sangue venoso por puncdo cardiaca para realizacdo da
andlise bioquimica do sangue dos animais.
Para dosagem de triglicerideos, uréia, creatinina e glicose foi utilizado método

colorimétrico enzimatico e a dosagem de proteina C reativa foi realizada por turbidimetria.

3.12. Analise Hematolégica

Foram colhidos 2,5 ml de sangue venoso com anticoagulante (EDTA a 10%) por
puncido cardiaca (Figura 3) entdo realizado o hemograma completo-dosagem de hemécias,
hemoglobina, hematdcrito e valores hematimétricos (VGM, HGM e CHGM). Dosagem de
leucécitos sanguineos (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos e linfécitos),

utilizando-se o aparelho Cell-dyn 3500.

Figura 4: Realizac¢do de pun¢do cardiaca para coleta de sangue venoso.
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3.11. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software Prisma versdo 3.0. Os dados foram
analisados utilizando-se procedimentos de andlise de variancia (ANOVA). A significancia

estatistica aceita foi de p < 0,05.
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RESUMO

Introducao/ Objetivos: A anemia é comumente observada em pacientes com cancer
devido principalmente a liberagao de mediadores inflamatérios os quais apresentam efeitos
hemoliticos e reduzem a absor¢ao de ferro e ao mesmo tempo podem estimular 0 aumento
do numero de leucdcitos. Anormalidades nos parametros bioquimicos sdo também
encontradas devido as alteragdes no metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos.
Devido as propriedades nutricionais e terapéuticas de alguns fungos estes tém sido
utilizados como adjuvantes no tratamento do cancer. Objetivo: Avaliar os efeitos da
espécie Agaricus sylvaticus sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos de animais
inoculados com tumor sélido de Walker 256. Métodos: 80 ratos Wistar machos foram
separados em 4 grupos sendo n = 20 em cada. O grupo I ndo foi inoculado com tumor de
Walker 256 e tratado com solugdo placebo. O grupo II ndo foi inoculado com tumor sélido
de Walker e tratado com solucdo A. sylvaticus. O grupo III foi inoculado com tumor de
Walker e tratado com solugdo placebo e o grupo IV foi inoculado com tumor de Walker e
tratado com solugdo A. sylvaticus. As solu¢des foram administradas por gavagem a todos os
grupos a cada 12 horas por 12 dias. No 13° dia o sangue foi coletado por puncdo cardiaca
para realizacdo de hemograma e medida das taxas de creatinina, uréia, triglicerideos,
proteina C reativa e glicose em seguida foi realizada eutanasia. Resultados: Resultados
estatisticamente significativos foram obtidos para hematdcrito, hemoglobina, proteina C
reativa, uréia e triglicerideos quando comparados os animais dos grupos III e IV.Os animais
do grupo II ndo apresentaram diferengas significativas nos parametros bioquimicos e
hematolégicos quando comparados aos animais do grupo 1. Conclusao: A melhora dos
parametros diagnésticos utilizados no presente ensaio indica que o Agaricus sylvaticus
utilizado como adjuvante no tratamento do cancer pode melhorar a qualidade de vida dos
pacientes.

Palavras-chave: Agaricus sylvaticus, anemia, parametros bioquimicos, cancer.
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ABSTRACT

Background: Anemia is commonly observed in cancer patients mainly due to the release
of some inflammatory mediators which have hemolytic effects and reduce iron absorption
and at the same time can stimulate the release of white blood cells. Abnormalities in
biochemical parameters are also found due to alterations in carbohydrate, protein and lipid
metabolism. Some edible mushrooms are used in the adjuvant treatment of cancer due to
their nutritional and therapeutical properties. Objective: The aim of the present study was
to evaluate the effects of the specie Agaricus sylvaticus on hematological and biochemical
parameters of animals inoculated with Walker 256 tumor. Methods: 80 male Wistar rats
were separated in 4 groups with n = 20 in each group. Group I was not inoculated with
Walker 256 tumor and treated with placebo solution. Group II was not inoculated with
Walker 256 tumor and treated with A. sylvaticus solution. Group III was inoculated with
tumor and was treated with placebo solution and Group IV was inoculated with Walker
tumor and treated with A. sylvaticus solution. In the 13° day blood was collected following
heart section and then animals were sacrificed under anesthesia with halothane. Results:
Statistically significant results were obtained for hematocrit, hemoglobin, CRP, urea and
triglicerides levels comparing Groups III and IV. No significant differences were obtained
for hematimetric indices, leucocytes count, creatinine and glucose levels comparing Groups
IIT and IV. No significant differences in hematological and biochemical parameters were
obtained between groups I and II. Conclusion: The improvement of diagnostic parameters
used in the present assay indicates that Agaricus sylvaticus used as an adjuvant in cancer
treatment can improve the quality of life of cancer patients.

Key words: Agaricus sylvaticus, biochemical parameters, anemia, cancer.
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INTRODUCAO

A anemia € uma complicacdo comumente observada em pacientes com cancer e estd
relacionada a deficiéncias nutricionais, liberacdo de mediadores inflamatdrios associados a
tumorigénese, reducdo da absorcao de ferro, invasdo da medula dssea por tumores e efeitos
da radioterapia e quimioterapia [ 1, 2, 3]

Além da anemia sdo também observadas linfocitopenia, trombocitopenia e aumento
do ndmero de leucdécitos totais devido a presenca de mediadores inflamatdrios [2, 4, 5].
Niveis anormais de uréia, creatinina, triglicerideos e glicose devido ao status nutricional do
individuo foram amplamente estudados em pacientes com cancer [6, 7, 8].

O nivel de proteina C reativa (PCR) também ¢€ alterado e pode ser um indicador do
prognéstico do paciente [9, 10]. A PCR € uma proteina de fase aguda produzida no figado
em resposta a presenca da interleucina-6 (IL-6) sendo um marcador soroldgico da
inflamacao que pode ser utilizado para investigar a associa¢@o entre inflamacdo e o risco de
cancer [ 11,12, 13].

Estratégias terapéuticas alternativas e adjuvantes que possam melhorar a qualidade
de vida do paciente vém sendo testadas nos ultimos anos. Cogumelos comestiveis t€ém sido
utilizados como importantes fontes terapéuticas e de nutrientes principalmente em paises
orientais como Japdo e China onde se tornaram ingredientes da medicina tradicional [14,
15].

Alguns cogumelos medicinais em especial os pertencentes a ordem Agaricales sao
usados em combinacdo com o tratamento convencional do cancer [16, 17]. Os
polissacarideos extraidos de Ganoderma lucidum sdo eficazes inibidores do crescimento

tumoral sendo utilizados clinicamente no oriente. O extrato desta espécie antagoniza os
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efeitos inibitérios que as drogas Mitomicina e Etoposida possuem sobre culturas de
linfécitos [18].

As principais substancias responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos dos cogumelos
sdo as P-D-glucans que consistem em polimeros de glicose e possuem propriedades
imunomoduladoras [19]. A arginina é também um importante imunomodulador e estd
presente em espécies do género Agaricus [20]. Algumas lectinas apresentam atividades
imunomoduladoras, antiproliferativas e antitumorais [21].

O Agaricus sylvaticus € uma espécie brasileira, nativa da regido de Tapirai no
Estado de Sao Paulo que apresenta em sua composi¢do quimica, VAarios nutrientes
essenciais e substincias farmacologicamente ativas que podem ter acdo como adjuvantes na
terapia do cancer.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficdcia do tratamento com a espécie
Agaricus sylvaticus sobre a anemia e alteracOes em parametros bioquimicos de animais

inoculados com tumor sélido de Walker 256.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento do Estudo

O estudo foi conduzido no laboratério de Cirurgia experimental, da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso Animal, da Universidade de Brasilia, datado de 12/04/2004. O estudo foi
cego, placebo-controlado, de forma a minimizar as varidveis influenciadoras que poderiam
comprometer a qualidade e veracidade dos resultados. A pesquisa contou com a
colaboracdo de estudantes do PIBIC/CNPq, do Curso de Medicina da Escola Superior em
Ciéncias da Saide (ESCS/FEPECS). Os animais foram provenientes do Biotério da

Empresa Bioagri — Brasilia-DF.

Forma de preparo da solucio contendo extrato de Agaricus sylvaticus e solucao
placebo

O extrato aquoso foi preparado a partir de uma infusao do cogumelo desidratado em
dgua filtrada inicialmente a 100° C por 30 minutos, liquidificado, peneirado e seco em
dissecador. A solucdo final contendo extrato de A. sylvaticus apresenta a seguinte
formulacao: Extrato de A. sylvaticus, sorbato de potéssio, extrato de cravo da india, extrato
de canela, actcar e xarope de glicose. A solugdo placebo apresenta em sua formulagdo:
Sorbato de potéssio, extrato de cravo da india, extrato de canela, actcar refinado e xarope
de glicose. Ambas as solucdes foram obtidas de produtor credenciado pela Empresa
Brasileira de Agropecudria (Embrapa), da regido de Tapirai, interior do Estado de Sdo

Paulo.

40



Composicao Quimica da Solu¢ao Contendo Agaricus sylvaticus

A composic¢do final da solucdo do extrato de A. sylvaticus foi analisada pelo Japan
Food Research Laboratories Center e revelou a presenca de carboidratos (18.51g/100g)
lipideos (0.04g/100g), ergosterol (624 mg/100g), proteinas (4.99g/100g), aminoécidos
(arginina:1.14%; lisina:1.23%; histidina:0.51%; fenilalanina:0.92%; tirosina:0.67%;
leucina:1.43%;  metionina:0.32%;  valina:1.03%;  alanina:1.28%;  glicina:0.94%;
prolina:0.95%;  4cido  glutamico:3.93%;  serina:0.96%;  treonina:0.96%;  4cido
aspartico:1.81%; triptofano: 0.32%; cisteina:0.25%) e micronutrientes em quantidades

traco.

Preparaciao dos Animais

Foram utilizados 80 ratos machos, adultos jovens, isogénicos, com pequeno desvio
padrdo de peso. Todos foram distribuidos em gaiolas contendo cinco ratos e mantidos para
ambientacdo durante os cinco dias que antecederam o inicio do tratamento, sob idénticas

condig¢des, com ciclos de luz de 12h/dia, dgua e racdo ad libitum.

Dieta dos Animais e Posologia do Agaricus sylvaticus (Agaricaceae)

A ragdo utilizada no estudo foi Labina (Agribands Purina do Brasil, LTDA), que
contém proteina (23,0%), minerais (8,0%), fibras (5,0%) e vitaminas (tracos). A solu¢do
contendo Agaricus sylvaticus foi administrada na concentracdo de 50mg/kg/dia mediante

procedimentos de gavagem orogdstrica.
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Procedéncia, Manutencio e Inocula¢ao do Tumor Sélido de Walker 256

A linhagem A do tumor de Walker 256 (origem: The Crist Hospital Line, National
Cancer Institute Bank, Cambridge, Mass., USA), foi obtida junto a Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp) e foi conservada em freezer -80°C. A técnica de inoculagdo
utilizada nos animais foi dilobular e subcutdnea, na regiao dorso-lombar, totalizando 2
inoculagdes por animal, com aproximadamente 4 milhdes de células por inoculagdo

(Novaes, 1999) [22].

Amostragem e Grupos de Estudo

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

Grupo I - controle/placebo (n = 20). Os animais nao foram inoculados com tumor sélido
de Walker 256 e receberam solug@o placebo a cada 12 horas por gavagem por 12 dias. No
13° dia foi realizada a coleta de sangue e em seguida a eutandsia sob anestesia com
halotano.

Grupo II — controle/agaricus (n = 20). Os animais nao foram inoculados com tumor sélido
de Walker 256 e receberam A.sylvaticus na dose de 50mg/kg de peso corporal a cada 12
horas por gavagem por 12 dias. No 13° dia foi realizada coleta de sangue seguida da
eutandsia sob anestesia com halotano.

Grupo III - tumor/placebo (n = 20). Os animais foram inoculados com tumor sélido de
Walker 256 e tratados com solug@o placebo a cada 12 horas por gavagem durante 12 dias.
No 13° dia foi realizada coleta de sangue em seguida eutandsia sob anestesia com halotano.

Grupo IV - tumor/agaricus (n = 20). Os animais foram inoculados com tumor sélido de

Walker 256 e tratados com A. sylvaticus por gavagem na dose de 50mg/kg de peso corporal
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a cada 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada a coleta de sangue em seguida

eutanasia sob anestesia com halotano.

Analise Bioquimica: Dosagem de Creatinina, Uréia, Glicose, Triglicerideos e Proteina
C Reativa

Foram colhidos 2,5 ml de sangue venoso por punc¢do cardiaca para realizacdo da
analise bioquimica do sangue dos animais.

Para dosagem de triglicerideos, uréia, creatinina e glicose foi utilizado o método

colorimétrico enzimético e a dosagem de proteina C reativa foi realizada por turbidimetria.

Analise Hematolégica

Foram colhidos 2,5 ml de sangue venoso com anticoagulante (EDTA a 10%) por
puncdo cardiaca e entdo realizado o hemograma completo, dosagem de hemadcias,
hemoglobina, hematdécrito e valores hematimétricos: volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM) e concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM). Dosagem de leucdcitos sanguineos (neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, mondcitos

e linfécitos), utilizando-se o aparelho Cell-dyn 3500.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no software Prisma versao 3.0. Os dados foram
analisados utilizando-se procedimentos de andlise de variancia (ANOVA). A significancia

estatistica aceita foi de p < 0,05.
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RESULTADOS

Os parametros hematolégicos e bioquimicos dos animais ndo inoculados e tratados
com placebo (grupo I) foram utilizados como valores de referéncia para comparar com os
demais grupos. Os animais ndo inoculados tratados com A. sylvaticus (grupo II) ndo
apresentaram alteragdes nos parametros hematolégicos comparados aos animais do grupo L.
Todos os animais inoculados com tumor de Walker desenvolveram tumores e apresentaram
anemia normocitica e anormalidades nos parametros bioquimicos quando comparados aos
animais controle (grupo I). Diferencas significativas entre os animais inoculados com tumor
de Walker e tratados com A. sylvaticus (grupo IV) e animais inoculados com tumor e
tratados com placebo (grupo III) foram obtidas para os valores de hemoglobina e
hematdcrito. Os animais inoculados com tumor de Walker (grupos III e IV) ndo
apresentaram alteracdes nos indices hematimétricos comparados aos animais do grupo L.
Diferencas significativas foram obtidas na contagem de leucdcitos quando comparados os
animais ndo inoculados com os animais inoculados com tumor de Walker. Entre o grupo III
e o grupo IV ndo foram observadas diferencas significativas (Tabela 1). Os animais
inoculados com tumor de Walker (grupos III e IV) apresentaram alteracdes nos parametros
bioquimicos quando comparados aos animais controle (grupo I). Diferencgas significativas
entre o grupo IV e o grupo III foram obtidas para os niveis de triglicerideos, uréia e
proteina C reativa. Entre os grupos II e I ndo foram encontradas diferencas significativas

quanto aos parametros bioquimicos (Tabela 2).

44



Tabela 1: Hemograma completo de animais controle tratados com placebo (Grupo I), animais controle tratados com A.
sylvaticus (Grupo II), animais inoculados com tumor de Walker tratados com placebo (Grupo III) e animais inoculados
com tumor de Walker tratados com A. sylvaticus (Grupo IV).

Grupos Controle Animais inoculados com tumor de Walker

Eritrécitos *

Hemoglobina (g/dL) °

Hematdcrito (%) ©

VGM (f1)

HGM (pg)
CHGM (%)
Leucécito / mm’
Linfécitos/ mm®
Bastonetes / mm”
Neutréfilos / mm®
Eosinéfilos / mm®
Baséfilos / mm’

Mondcitos / mm

Grupo |

6,15+ 1,53 x 10°
13,41 +£2,08
38,82 +4,03
61,65 + 12,79
22,39 +4,57
35,22 + 1,10%
6,94 + 4,50 x 10
4,25 +227 x10°
0

1,25+093 x 10°
0,19+0,12x 10’
0,11 +0,09 x 10°

0,024 + 0,04 x 10°

Grupo 11

6,39 +1,39 x 10°
1341 +1.25
39,39 +3,20
63,34+ 11,98
22,91 +4,54
35,31 +1,53%
6,08 + 2,64 x 10
4,06 +1,94x 10°
0

1,42 +1,30x 10’
0,19+0,12x 10’
0,07 +0,1 x 10°

0,065 + 0,1 x 10°

Grupo III

3,69 + 1,39 x 10°
7,56 + 1,76
22,32 5,20
57,81 + 4,36f1
20,68 + 1,62 pg
34,11 +3,128
8,52+ 5,64 x 10°
2,66 +2,11

0

3,97 £2,78 x 10°
0,19+0,12x 10’
0,25+0,1 x 10°

1,65+12x10°

Grupo IV

4,48 +1,01 x 10°
8,87 +2.21
25,49 + 5,94
60,48 + 7,22
20,67 +2,21
35,01 + 1,08
9,22 +421 x 10
3,00 + 1,68 x 10
0

4,31+276 x 10°
0,23 +0,13x 10’
0,28 +0,15x 10’

1,07 +0,8 x 10°

Anilise Univariada (ANOVA). Teste: Newman-Keulls. Os resultados representam a média + desvio padrdo. Indices
hematimétricos: VGM = volume globular médio; HGM = hemoglobina globular média; CHGM = concentracdo de
hemoglobina globular média. "Hemécias: Grupo IV x Grupo II (p < 0,001), Grupo IV x Grupo I (p < 0,001), Grupo II x
Grupo III (p < 0,001) e Grupo IIT x Grupo I (p < 0,001); "Hematdcrito: Grupo IV x Grupo III (p < 0,05), Grupo IV x
Grupo II (p < 0,001), Grupo IV x Grupo I (p< 0,001), Grupo II x Grupo III (p < 0,001), Grupo III x Grupo I (p < 0,001);
“Hemoglobina Grupo IV x Grupo III (p < 0,05); Grupo IV x Grupo II (p < 0,001), Grupo IV x Grupo I (p < 0,001), Grupo
II x Grupo I (p < 0,001), Grupo III x Grupo I (p < 0,001).
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Tabela 2: Parimetros bioquimicos de animais controle tratados com placebo (Grupo I), animais controle tratados com
A. sylvaticus (Grupo II), animais inoculados com tumor de Walker tratados com placebo (Grupo III) e animais

inoculados tratados com A. sylvaticus (Grupo IV).

Grupos Controle

Animais inoculados com tumor de Walker

Grupo I Grupo II Grupo IIT Grupo IV
PCR mg/dL* 0,23 £0,23 0,21 £0,19 0,46 £0,20 0,23+0,20
Creatinina mg/dL" 0,56 0,08 0,55 £ 0,07 0,725 £ 0,725 0,635 +0,123
Uréia mg/dL* 59,10 £7,99 55,65 £ 8,49 104,5 + 65,81 74,05 + 40,09
Triglicerideos mg/dL* 159,80 + 50,56 145,10 = 46,09 325,15 +76,64 276,35 +79,52
Glicose mg/dL® 215,20 + 59,90 197,15 + 26,63 110,65 + 58,54 126,05 + 44,67

Andlise Univariada (ANOVA). Teste: Newman-Keuls. Os resultados representam a média + desvio padrdo. PCR = proteina C
reativa. “PCR: Grupo I x Grupo III (p < 0,05), Grupo II x Grupo III (p < 0,05), Grupo III x Grupo IV (p < 0,05); *Creatinina: Grupo
I x I (p <0,01), Grupo IT x I (p < 0,01); “Uréia: Grupo I x III (p < 0,001), Grupo II x III (p < 0,01), Grupo IV x III (p < 0,05);
“Triglicerideos: Grupo I x III (p < 0,001), Grupo I x IV (p < 0,001), Grupo II x IIT (p < 0,001), Grupo II x Grupo IV (p < 0,001),
Grupo IV x Grupo III (p < 0,05); “Glicose: Grupo III x II (p < 0,001), Grupo IIT x I ( p < 0,001), Grupo IV x II (p < 0,001), Grupo IV
x I (p <0,001).
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DISCUSSAO

A anemia estd presente em muitos pacientes com cancer no momento do
diagndstico ou como resultado da quimioterapia, estando também associada as doencas
cronicas como infecgdes e inflamacdes sendo uma complicagdo que reduz a qualidade de
vida do individuo. Mudangas na absorcao e distribui¢do do ferro sdo caracteristicas deste
tipo de anemia [23, 24, 25, 26].

Os animais inoculados com tumor de Walker apresentaram valores similares ao
controle para VCM, HGM e CHGM, no entanto o nimero de eritrécitos, hematdcrito e
hemoglobina apresentaram uma reducdo comparada ao controle indicando anemia
normocitica, sendo este um achado comum em animais com tumores experimentais [4].
Sugere-se que o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias tais como interleucinas 1
e 6, TNF-a e INF-0 estdo associadas a inibi¢do direta da proliferacdo dos progenitores
eritrociticos e ao aumento da producdo de hepcidina que € um peptidio produzido no figado
capaz de reduzir a absor¢do de ferro no intestino [1, 3, 27].

O fluxo de células vermelhas é maior no tumor que em tecidos normais e estas
células apresentam exacerbada captacdo de poliaminas de origem tumoral que podem se
ligar as proteinas da membrana do eritrécito formando ligacdes fracas com lipidios e
proteinas negativamente carregadas fazendo com que a célula apresente caracteristicas
reoldgicas anormais e sejam destruidas por macréfagos esplénicos [4].

Substancias  biologicamente  ativas com  atividade = imunomoduladora,
antiinflamatodria e estimuladoras da hematopoiese estdo presentes em cogumelos medicinais
[26]. Varios metabdlitos produzidos por espécies de fungos, especialmente carboidratos,

sdo capazes de estimular a hematopoiese [28]. As B-D-glucanas sdo responsdveis pela
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atividade hematopoética de Sparassis crispa, um cogumelo recentemente cultivado no
Jap@o. A B-D-glucana (1—3) presente nesta espécie chamada SCG aumenta a atividade
hematopoética em resposta a leucopenia induzida por ciclofosfamida em camundongos, do
ponto de vista qualitativo e quantitativo [29, 30].

Um aumento significativo dos valores de hemoglobina e hematdcrito foram
observados em animais do grupo IV (tumor/agaricus) quando comparados aos animais do
grupo III (tumor/placebo) sugerindo que substincias presentes no cogumelo A. sylvaticus
apresentam efeitos benéficos sobre a anemia dos animais com tumor experimental.

O aumento do niimero de leucdcitos encontrado em animais com tumor de Walker é
um fend6meno conhecido [4, 31]. Esta condicao é uma conseqiiéncia da produciao autbnoma
de fatores estimuladores de colonia pelo tumor [32]. Estas citocinas aumentam a produ¢do
de granuldcitos e sua liberacdo da medula 6ssea [33]. Aparentemente a administracdo de A.
sylvaticus ndo teve efeito sobre o nimero de leucdcitos no periodo de tratamento de 12
dias, pois ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos Ill e IV.

Foi observada linfocitopenia nos animais com tumor sendo esta uma condicao nao
claramente explicada [23, 34, 35]. O impedimento da ativacdo dos linfocitos é um
fendmeno comum em pacientes com cancer [36]. O aumento da apoptose destas células
estd associada a inibi¢do da ativacdo do fator nuclear kB (NF- kB). Este fator tem sido
extensamente descrito como ubiquo e estd implicado na regulagdo transcricional de varios
inibidores da apoptose [37, 38]. Nao foram observadas diferencas entre os numeros de
linfécitos de animais com tumor de Walker tratados com A. sylvaticus e animais com tumor
tratados com placebo.

Os animais que ndo foram inoculados com tumor de Walker e tratados com A.

sylvaticus (grupo II) apresentaram numero de eritrécitos, valores de hemoglobina,
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hematdcrito e indices hematimétricos (VGM, HGM e CHGM) normais quando comparados
aos animais controle tratados com placebo. Foram encontrados valores similares aos
valores de referéncia para a contagem de células brancas nos animais do grupo II quando
comparados aos animais do grupo I sugerindo que o tratamento com A. sylvaticus nao foi
capaz de causar alteracdes ao sistema hematopoético como mostrado por Novaes et al
(2005) em um estudo de toxicidade aguda [39].

Um grande ndmero de fatores parece mediar o aumento da producao de proteina C
reativa (PCR). Na presenca de uma injuria as citocinas pré-inflamatorias estimulam a
producdo de PCR. Em paciente com cancer a PCR € estimulada para interleucina-6 (IL-6) e
outros fatores [40, 11]. Elevados niveis de PCR estdo associados a um mau prognéstico
[13].

Os animais inoculados com tumor tratados com A. sylvaticus apresentaram menores
niveis de PCR comparados com animais com tumor tratados com placebo. Este resultado
indica que o A. sylvaticus pode reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e fazer com
que os animais apresentem um melhor progndstico que os animais tratados com placebo.

A sindrome caquexia/ anorexia relacionada ao cancer € um achado comum e tem
papel importante no progndstico do paciente. Além da reducdo da ingestdo, indmeras
alteracdoes no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos t€ém sido observados em
pacientes com cancer. O catabolismo de proteinas e a oxidagdo dos aminoécidos liberados
neste processo geram amoOnia que € predominantemente incorporada a uréia pelo figado. O
catabolismo de proteinas aumenta com a progressao do tumor, ocorre entdo um aumento da
taxa de produgdo de uréia. Durante severos periodos de stress metabolico o catabolismo de

proteinas e a producdo de uréia aumentam significativamente [6, 7, 41].
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Os animais inoculados com tumor de Walker apresentaram altos niveis de uréia
comparados aos animais controle, porém os animais que receberam A. sylvaticus (grupo IV)
apresentaram uma redugdo significativa da taxa de uréia comparados aos animais tratados
com placebo (grupo III). O cogumelo A. sylvaticus € rico em proteinas e aminodcidos e a
administracdo destes nutrientes como suplementos nutricionais reduzem a formacdo de
uréia [42].

A ingestdo didria de proteina impede a perda de massa muscular e das reservas
nitrogenadas. Por esta razdo a medida da taxa de creatinina tem se mostrado um marcador
util do status nutricional [43, 44]. Alteracdes nos niveis de creatinina foram observadas em
animais com tumor de Walker comparados aos animais controle. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos Il e IV.

As células tumorais apresentam um alto consumo de glicose e altas taxas de
glicolise aerdbica [45]. Em modelos de tumores experimentais em animais a hipoglicemia é
uma caracteristica comum. Estudos in vivo com tumores de origem humana mostram um
significativo consumo de glicose e produgdo de lactato [46].

Os animais com tumor de Walker apresentaram baixa glicemia comparados aos
animais controle. O grupo inoculado tratado com A. sylvaticus (grupo IV) ndo apresentou
diferenca significativa comparado ao grupo inoculado tratado com placebo (grupo III).

Animais portadores de tumores experimentais apresentam decréscimo da atividade
da enzima lipoproteina-lipase (LPL) que é a principal responsivel pelo clearance de
triglicerideos. O mecanismo possivel para explicar a redu¢do da atividade da LPL seria a
hipoglicemia induzida pelo tumor. A glicose estimula a tradu¢do da LPL e os processos

pOs-traducionais em culturas de adipdcitos de ratos [46].
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Niveis anormais de triglicerideos foram observados em animais com tumor de
Walker, porém o grupo tratado com A. sylvaticus apresentou reducdo significativa
comparado ao grupo tratado com placebo. Este achado indica os efeitos benéficos da
terapia com A. sylvaticus porém o mecanismo exato deve ser elucidado.

Os animais nao inoculados com tumor de Walker tratados com A. sylvaticus nao
apresentaram alteracdes bioquimicas comparados aos animais controle tratados com
placebo cujos parametros bioquimicos foram utilizados como valores de referéncia.

A alimentacdo é o principal determinante da qualidade de vida do paciente com
cancer. Algumas terapias baseiam-se na ingestdo de determinados nutrientes [47]. O
objetivo da terapia de suporte nutricional estd relacionado a prevencdo do declinio
nutricional o que pode levar a caquexia [48]. Dessa forma os nutrientes presentes no A.
sylvaticus podem contribuir para a reducio do estado catabdlico comum em pacientes com

cancer, contribuindo também para a redugcdo das anormalidades metabdlicas e

consequentemente podem ser observadas melhoras nos pardmetros bioquimicos.
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CONCLUSAO

No presente estudo, a melhora do quadro anémico e dos pardmetros bioquimicos
dos animais indica que a espécie Agaricus sylvaticus pode ser benéfica do tratamento
adjuvante do cincer e a auséncia de alteracOes hematoldgicas e bioquimicas durante o
periodo de 12 dias em animais ndo inoculados com tumor e tratados com este mesmo fungo
indica sua boa tolerabilidade. Os resultados sugerem que o A. sylvaticus possa ser aplicado
a prética clinica, sendo utilizado como adjuvante no tratamento do cancer com o objetivo

de melhorar a qualidade de vida do paciente.
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RESUMO:

INTRODUCAO/ OBJETIVOS: Algumas espécies de cogumelos podem atuar como
adjuvantes no tratamento do cancer devido as suas propriedades nutricionais e
farmacoldgicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos farmacoldgicos do
cogumelo Agaricus sylvaticus sobre os aspectos clinicos, crescimento tumoral, ocorréncia
de metéstases e sobrevida de animais inoculados com tumor sélido de Walker 256.
MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados 120 ratos machos adultos separados em 6
grupos sendo 2 grupos controle: Grupo I — tratado com placebo por gavagem a cada 12
horas por 12 dias e Grupo II- tratado com A. sylvaticus por gavagem a cada 12 horas por 12
dias. Quatro grupos foram inoculados com tumor de Walker e divididos em: Grupo III —
tratado com placebo por gavagem a cada 12 horas por 12 dias; grupo IIIS — tratado com
placebo por gavagem a cada 12 horas até o dia do O6bito para avaliagdo do tempo de
sobrevida; grupo IV tratado com A. sylvaticus a cada 12 horas por 12 dias e grupo IVS —
tratado com A. sylvaticus a cada 12 horas até a data do 6bito. RESULTADOS: Os animais
inoculados com tumor tratados com A. sylvaticus apresentaram menor volume tumoral,
menor ocorréncia de metdstases e melhora do quadro clinico comparados ao grupo placebo
(p < 0,01). Nao houve diferencas significativas no tempo de sobrevida de animais tratados
com A. sylvaticus e placebo. Os animais ndo inoculados nio apresentaram alteracdes
clinicas.

CONCLUSAO: A espécie A. sylvaticus atua de forma benéfica como adjuvante no
tratamento do céncer.

PALAVRAS CHAVE: Agaricus sylvaticus, cancer, metdstases, aspectos clinicos
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ABSTRACT:

INTRODUCTION / AIMS: Some species of mushrooms can act in the adjuvant treatment
of cancer due to their pharmacological and nutritional properties. The aim of the present
study was to evaluate the properties of the mushroom Agaricus sylvaticus on the clinical
aspects, tumoral growth, the occurrence of metastasis and the surviving time of animals
inoculated with Walker 256 solid tumor.

MATERIAL AND METHODS: It was used 120 male, adult rats divided in 6 groups.
Two control groups: Group I — was treated with placebo solution by gavage each 12 hours
for 12 days and Group II- was treated with A. sylvaticus by gavage each 12 hours for 12
days. Four groups were inoculated with Walker tumor and divided in: Group III — treated
with placebo by gavage every 12 hours for 12 days for clinical evaluation, tumoral growth
and occurrence of metastasis; group IIIS — treated with placebo every 12 hours until death
for evaluation of surviving time; group 1V — treated with A. sylvaticus every 12 hours for 12
days; group IVS - treated with A. sylvaticus every 12 hours until death to evaluate
surviving time.

RESULTS: The cancer animals treated with A. sylvaticus presented smaller tumoral
volume, less incidence of metastasis and better clinical aspects (p < 0,01). No statistic
differences were obtained for time of surviving comparing the animals treated with A.
sylvaticus and placebo. The animals of control groups presented no clinical alterations.
CONCLUSION: The specie A. sylvaticus can be a beneficial adjuvant in the treatment of
cancer.

KEY WORDS: Agaricus sylvaticus, cancer, metastasis, clinical aspects
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INTRODUCAO:

O cancer € uma doenga altamente prevalente associada a altas taxas de mortalidade
~n~ . 1 . . ~
mesmo com o crescente avango da terapéutica . Mais de 10 mil novos casos de cancer

sdo diagnosticados em todo o mundo >

. Um grande nimero de efeitos sistémicos &
encontrado freqiientemente em pacientes que se encontram em estidgios avancados da
doenca. Estes efeitos incluem a caquexia, a supressdo da imunidade celular mediada, dor
severa relacionada ao cancer dentre outros sinais e sintomas que estdo associados a
reducdo da sobrevida do paciente > *°.

Algumas terapias adjuvantes vém sendo testadas nos dltimos anos com o objetivo
de melhorar a qualidade de vida do paciente com cancer. A experiéncia de paises orientais
mostra que cogumelos comestiveis podem ter um papel importante na prevengdo e
tratamento de tumores malignos. Os efeitos antitumorais de diversos extratos € compostos
isolados foram demonstrados em células tumorais e em ensaios in vivo. Na China e no
Japdo os cogumelos tornaram-se importantes ingredientes da medicina tradicional *”.

No Japao aproximadamente 500.000 pessoas utilizam os cogumelos na prevencao

do céncer efou como adjuvante da quimioterapia ®°

. O efeito antitumoral da espécie
Agaricus blazei parece ser devido 2 restauracdo e incremento da imunidade celular °.

Os cogumelos apresentam em sua composi¢ao uma quantidade bem balanceada de
aminodcidos. Fibras também sdo encontradas em quantidades aprecidveis em todos os

tecidos dos cogumelos, estas sdo capazes de absorver compostos tOXicos que se presentes

. . . . A 1
no 1ntestino pOde aumentar o risco da carcinogenese O.
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Agaricus sylvaticus € um cogumelo pertencente a classe dos Himenomicetos e tem
sido utilizado em ensaios clinicos, em estudos com pacientes portadores do virus HIV e
pacientes com cancer. Esta espécie atualmente tem atraido a atencdo de pesquisadores
devido a sua composicao nutricional e a presenca de substincias farmacologicamente
ativas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do A. sylvaticus sobre o

crescimento tumoral, a ocorréncia de metdstases, os aspectos clinicos e o tempo de

sobrevida de animais tratados inoculados com tumor sélido de Walker 256.
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MATERIAIS E METODOS

Preparaciao dos Animais

Foram utilizados 120 ratos machos, adultos jovens, isogé€nicos, com pequeno desvio
padrdo de peso. Todos foram distribuidos em gaiolas contendo cinco ratos e mantidos para
ambientacdo durante os cinco dias que antecedem o inicio do tratamento, sob idénticas
condig¢des, com ciclos de luz de 12h/dia, dgua e racdo ad libitum.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade

de Brasilia datado de 12 de abril de 2004.

Dieta dos Animais e Posologia do Agaricus sylvaticus (Agaricaceae)

A ragdo utilizada no estudo foi Labina (Agribands Purina do Brasil, LTDA), que
contém proteina (23,0%), minerais (8,0%), fibras (5,0%) e vitaminas (tracos). A solu¢do
contendo Agaricus sylvaticus foi administrada na concentracdo de 50mg/kg/dia mediante

procedimentos de gavagem orogdstrica.

Forma de preparo da solucao contendo extrato de Agaricus sylvaticus e solucio
placebo

O extrato aquoso foi preparado a partir de uma infusdo do cogumelo desidratado em
dgua filtrada inicialmente a 100° C por 30 minutos, liquidificado, peneirado e seco em
dissecador. A solucdo final contendo extrato de A. sylvaticus apresenta a seguinte
formulacao: Extrato de A. sylvaticus, sorbato de potéssio, extrato de cravo da india, extrato
de canela, actcar e xarope de glicose. A solugdo placebo apresenta em sua formulagdo:
Sorbato de potéssio, extrato de cravo da india, extrato de canela, actcar refinado e xarope

de glicose.
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Ambas as solugdes foram obtidas de produtor credenciado pela Embresa Brasileira

de Agropecudria (Empraba), da regido de Tapirai, interior do Estado de Sao Paulo.

Composicao Quimica da Solucao Contendo Agaricus sylvaticus

A composic¢do final da solucdo do extrato de A. sylvaticus foi analisada pelo Japan
Food Research Laboratories Center e revelou a presenca de carboidratos (18.51g/100g)
lipideos (0.04g/100g), ergosterol (624 mg/100g), proteinas (4.99g/100g), aminoécidos
(arginina:1.14%; lisina:1.23%; histidina:0.51%; fenilalanina:0.92%; tirosina:0.67%;
leucina:1.43%;  metionina:0.32%;  valina:1.03%; alanina:1.28%;  glicina:0.94%;
prolina:0.95%;  4cido  glutamico:3.93%;  serina:0.96%;  treonina:0.96%;  4cido
aspartico:1.81%; triptofano: 0.32%; cisteina:0.25%) e micronutrientes em quantidades

traco.

Procedéncia, Manutencio e Inocula¢ao do Tumor Sélido de Walker 256

A linhagem A do tumor de Walker 256 (origem :The Crist Hospital Line, National
Cancer Institute Bank, Cambridge, Mass., USA), foi obtida junto a Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp) e foi conservada em freezer -80°C. A técnica de inoculacio
utilizada nos animais foi dilobular e subcutdnea, na regido dorso-lombar, totalizando 2

inoculacdes por animal, com aproximadamente 4 milhdes de células por inoculagdo.
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Amostragem e Grupos de Estudo

O numero total de animais do experimento foi de 120 ratos machos que foram separados
nos seguintes grupos:

Grupo I (n = 20): Controle/ placebo. Os animais ndo foram inoculados com tumor sélido
Walker 256 e receberam solucdo placebo por gavagem a cada 12 horas por 12 dias e no 13°
dia foi realizada eutandsia sob anestesia com halotano e a necropsia foi realizada
imediatamente apds o 6bito do animal.

Grupo II (n = 20): Controle/agaricus. Os animais ndo foram inoculados com tumor sélido
de Walker 256 e receberam suplementacdo com A. sylvaticus na dose de S0mg/kg de peso
corporal por gavagem a cada 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada a eutandsia sob
anestesia com halotano e logo apds o 6bito do animal foi realizada necropsia.

Grupo III (n = 20): Tumor/placebo. Os animais foram inoculados com tumor sélido de
Walker 256. A administragao da soluc@o placebo foi iniciada 12 horas apds a inoculagao
das células tumorais e mantida de 12 em 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada
eutandsia dos animais e imediatamente apds o 6bito foi realizada necropsia.

Grupo IIIS (n = 20): Tumor/placebo-sobrevida. Os animais foram inoculados com tumor
solido de Walker 256. A administracdo da solu¢@o placebo foi iniciada 12 horas apds a
inoculag@o das células tumorais € mantida de 12 em 12 horas até a data do 6bito do animal
para avalia¢do do tempo de sobrevida.

Grupo IV (n = 20): Tumor/agaricus. Os animais foram inoculados com tumor sélido de
Walker 256. Foi administrada solucdo contendo o extrato de A. sylvaticus na dose de

50mg/kg de peso corporal por gavagem, sendo iniciada 12 horas apds a inoculagdo das
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células tumorais e mantida de 12 em 12 horas por 12 dias. No 13° dia foi realizada
eutandsia dos animais sob anestesia com halotano e imediatamente apds o 6bito do animal
foi realizada a necrépsia.

Grupo IVS (n = 20): Tumor/agaricus-sobrevida. Os animais foram inoculados com tumor
sOlido de Walker 256. Foi administrada solu¢ao contendo extrato de A. sylvaticus na dose
de 50mg/kg de peso corporal, por gavagem sendo iniciada 12 horas apds a inocula¢io das
células tumorais e mantida de 12 em 12 horas até a data do 6bito do animal, para avaliagdao

do tempo de sobrevida.

Avaliacao do Quadro Clinico dos Animais

Fichas individuais de avaliacdo clinica foram utilizadas. Para cada pardmetro clinico
foi dada uma pontuagdo de acordo com as reacOes apresentadas pelo animal, segundo com
o sistema desenvolvido por Morton & Griffiths (1985) '' que foi adaptado para este
trabalho (Tabela 1). Para a avaliacdo da perda de peso corporal os animais foram pesados

em dias alternados em balanga semi-analitica.
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Tabela 1: Avaliacdo de dor, sofrimento e desconforto em animais experimentais:

Parametro ID do animal data data
Alteracoes Normal (0)
ponderais Incerto: < 5% de perda (1)
10 — 15% de perda; alteracdes nas fezes (2)
> 20% de perda; reducdo da ingestdo de dgua e alimento (3)
Aparéncia fisica Normal (pelagem normal, olhos claros e brilhantes) (0)

Pelagem aspera (1)

Piloerecido, secrecdo nasal e ocular (2)

Piloerecdo, postura anormal, olhos palidos e pupilas dilatadas (3)

Sinais clinicos

Normal (0)

mensurdveis Pequenas mudangas com significado importante (1)
Alterag@o da temperatura, alteracdes do ritmo cardiaco e respiratério > 30% (2)
Alterag@o da temperatura, alteracdes do ritmo cardiaco e respiratério > 50% (3)
Comportamento Normal (0)
Pequenas mudancas (1)
Reduc¢do da mobilidade, do estado de alerta, inatividade e separacdo do grupo (2)
VocalizacGes espontaneas, auto-mutilacdo e imobilidade (3)
Respostas Normal (0)
comportamentais

aos estimulos

externos

Depressao ou respostas exageradas (1)

Respostas moderadamente anormais, mudangas moderadas de comportamento (2)

Reacdes violentas a estimulos externos ou resposta muscular muito fraca (3)
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Medicao dos Tumores, Calculo do Volume Final e Avaliacdo da Ocorréncia de

Metastases

Os animais foram sacrificados no 13° dia do experimento e os tumores foram
retirados € na medicdo do comprimento, largura e espessura dos mesmos foi utilizado
paquimetro aferido pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Calculo do
volume dos tumores foi realizado de acordo com o protocolo de Novaes, 1999 2 Em todos

os animais foi realizada necropsia para a avaliagdo da ocorréncia de metdstases.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no software Prisma versao 3.0. Os dados foram
analisados utilizando-se procedimentos de andlise de variancia (ANOVA). A significancia

estatistica aceita foi de p < 0,05.
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RESULTADOS

Todos os animais inoculados desenvolveram tumores (Figuras 1 e 2). Os animais
com tumor de Walker tratados com A. sylvaticus apresentaram volume tumoral menor
comparado aos animais com cancer que foram tratados com placebo (Tabela 2). Metéstases
distais foram observadas nos animais inoculados com tumor de Walker (Figura 3).
Pequenos tumores distantes dos sitios de inoculacdo foram encontrados em tecidos
conjuntivo e adiposo em membros posteriores, linfonodos inguinais, axilares e
mesentéricos, raiz do mesentério e mediastino. Nao foram observadas alteragdes em 6rgaos.
Dos animais tratados com A. sylvaticus, 2 apresentaram metdstases enquanto dos animais
do grupo placebo 10 apresentaram metdstases ( p < 0,01). Os animais com tumor tratados
com A. sylvaticus pertencentes ao grupo cujo objetivo era avaliar o tempo de sobrevida
(grupo IVS) ndo apresentaram diferencas significativas comparados aos animais do grupo
tratado com placebo (grupo IIIS) (Tabela 3). Animais apresentando pontuagdo a partir de
10, de acordo com o sistema utilizado para avaliacdo clinica, foram sacrificados. Nos
animais com tumor de Walker foram observados sinais clinicos importantes como presenca
de secre¢do abundante nos olhos e nariz, olhos pdlidos, piloerecdo (figura 4), imobilidade,
tremores e dispnéia. No grupo IV (tumor/agaricus) foi observada uma pontuagcdao média de
6,7 e no grupo III (tumor/placebo) a média foi de 10,6 (p < 0,001). Os animais sadios
tratados com A. sylvaticus (grupo II) ndo apresentaram qualquer alteracdo seja no aspecto
fisico ou comportamental quando comparados aos animais do grupo I (controle/placebo).
Nestes dois grupos os animais apresentaram pelagem de aspecto normal, olhos
normocorados, auséncia de secrecdo nos olhos ou nariz, comportamento exploratdrio
caracteristico, estado de alerta e movimentac¢do normais (Figura 5), tendo obtido pontuagdo

igual a zero pelo método adotado.
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Tabela 2: Volume dos tumores de animais inoculados com tumor de Walker e tratados com
placebo (grupo III) e inoculados com tumor de Walker e tratados com solug¢do de A. sylvaticus

(grupo 1V).

Animais inoculados com tumor de Walker

Grupo III Grupo IV Significancia estatistica

Volume dos tumores (cm3) 17,88 £ 6,27 12,64 £ 5,25 P <0,001*

Andlise univariada (ANOVA). Teste: Bonferroni. Resultados representam a média + desvio padrdo, n = 20 em cada
grupo. * Estatisticamente significativo.

Tabela 3: Tempo de sobrevida de animais inoculados com tumor de Walker e tratados com placebo (grupo IIIS) e
animais inoculados com tumor de Walker tratados com A. sylvaticus (grupo IVS).

Animais inoculados com tumor de Walker

Grupo IIIS Grupo IVS Significancia estatistica

Tempo de sobrevida (dias) 14,95 £2,77 15+39 P> 0,05

Andlise univariada (ANOVA). Teste: Bonferroni. Valores representam a média + desvio padrao
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Figura 1: Animal com tumor sélido de Walker 256 no 13° apds a inoculagdo dilobular na
regido dorso-lombar.

Figura 2: Aspectos macroscopicos do tumor sélido de Walker 256, extraido durante a
necropsia de um animal no 13° dia apds a inoculacao.

Figura 3: Pequenas massas palpdveis na regido tordcica identificadas como metéstases
distais.
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Figura 5: Animal sadio apresentando comportamento exploratdrio caracteristico, pelagem
com aspecto normal e olhos normocorados.
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DISCUSSAO

O Tumor de Walker 256 tem sido extensamente utilizado em estudos da
fisiopatologia do céncer . Esta linhagem de células de carcinoma mamdrio de rata
descoberta e isolada por George Walker em 1928 ¢é facilmente cultivada in vivo e falhas na
inoculacdo e remissdes espontaneas sdo raras, porém este tumor € bastante agressivo, tem
rapido crescimento e pequeno periodo de laténcia o que pode representar certa dificuldade
principalmente em experimentos onde estdo sendo avaliadas novas estratégias
terapéuticas14.

No presente trabalho, foram observadas metdstases em linfonodos inguinais,
mesentéricos e axilares. Pequenos tumores foram também encontrados em tecido
conjuntivo na coxa, raiz do mesentério e no mediastino dos animais inoculados. As
informagdes sobre as metastases do tumor de Walker sdo controversas, sendo que em 1973,
Buck descreveu a disseminagdo metastdtica abdominal, associada a invasdo visceral quando
as células foram introduzidas na cavidade peritoneal de ratos. Linfonodos sdo também
atingidos o que enfatiza a hipétese de que a disseminacdo deste tumor ocorra por via
linfatica > '°.

Os animais inoculados com tumor de Walker, tratados com A. sylvaticus (grupo
IV)apresentaram menor volume tumoral e menor ocorréncia de metastases comparados aos
animais com inoculados tumor tratados com placebo (grupo III). Experimentos com
membros da familia Agaricaceae mostraram que as B-D-glucanas sdo as substincias
responsaveis pelo efeito anti-tumoral dos cogumelos. Sugere-se que estes polissacarideos
estejam envolvidos na ativacdo das células do sistema imunoldgico tais como macréfagos,

neutréfilos, células T e células natural killer %17
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As B-D-glucanas sio polimeros de glucose que consistem em uma cadeia principal
formada por unidades glucopiranosila unidas por ligacdes  (1—3), p (1—4) ou B (1—6).
As cadeias podem variar de comprimento, distribuicdo das cadeias laterais e estrutura
secundéria. Estes polissacarideos constituem a parede celular de fungos, algas e bactérias
18,19'

Estas substincias imunomoduladoras estimulam a producdo de mediadores
inflamatoérios como as citocinas IL-8, IL-18 e TNF-a. Ensaios in vitro sugerem que as -D-
glucanas podem ativar diretamente os leucdcitos estimulando suas atividades fagociticas e
citotéxicas incluindo a produgcdo de espécies reativas de oxigénio e intermedidrios
nitrogenados 20,

As propriedades farmacoldgicas de substancias encontradas em fungos medicinais
ndo se restringem aos efeitos sobre o sistema imunoldgico. O ergosterol e seus metabdlitos
extraidos de cogumelos medicinais podem estar envolvidos na inibicdio da
neovascularizacio induzida pelo tumor ® . Peréxidos de ergosterol foram encontrados em
espécies de cogumelos e estes sdo também capazes de induzir apoptose em células HL60 de
leucemia humana *°.

O A. sylvaticus € também fonte de nutrientes que funcionam como adjuvantes no
tratamento do cancer, como o aminodcido arginina que tem sido descrito como benéfico
devido a sua atividade imunomoduladora. A arginina estimula a atividade das células
natural killer e células T-helper, estando também relacionado com a producdo das citocinas
IL-1, IL-2, IL-6 e TNF-o *" >,

Os efeitos sistémicos do cancer sdo observados também em animais portadores de
tumores experimentais 3, Mudangas paraneopldsicas representam uma evidéncia de que os

tumores podem afetar quase todos os 6rgdos e tecidos. As manifestacdes clinicas mais
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freqlientes sdo: caquexia, anorexia, retinopatia, ndusea, neuropatias, mal-estar generalizado
e mau funcionamento dos 6rgaos 2.2

Segundo Dawkins (2003)* a utilizacdo da medida do bem estar animal é um
processo bastante complexo. A medida da dor e sofrimento em animais experimentais €
baseada em mudancas de comportamento e respostas fisiolégicas. Um animal sadio
normalmente explora seu ambiente, se move normalmente, estabelece contato com o0s
outros animais, se alimenta e ingere dgua, apresenta pelagem lisa e brilhante, cresce e
ganha peso. Quaisquer mudancas nestes aspectos pode ser um indicio de dor, sofrimento ou
desconforto 2°.

Os animais com cancer apresentaram sinais clinicos caracteristicos de dor,
sofrimento e desconforto como: perda de peso, secrecdes nasal e ocular abundantes,
piloerecdo, dispnéia, tremores e alteragdes de comportamento como imobilidade e
separacdo do grupo 7O aumento da liberacdo de interleucinas pode ser responsdvel por
anormalidades em sitios distantes do tumor. Blay et al (1998) % mostrou que a interleucina
IL-6 estd envolvida na fisiopatologia das sindromes paraneopldsicas. A perda de peso
nestes animais pode constituir um quadro clinico tipico chamado sindrome caquexia/
anorexia relacionada ao cancer . A caquexia é devida ao aumento do consumo energético
pelo tumor, liberacdo de citocinas e anormalidades metabdlicas 30

Os animais inoculados com tumor de Walker e tratados com A. sylvaticus
apresentaram melhora do quadro clinico comparado aos animais inoculados com tumor e
tratados com placebo o que indica a atuagdo benéfica deste fungo, podendo estar
relacionada com a reducdo da liberagdo de mediadores inflamatérios além das propriedades

nutricionais desta espécie poder influenciar na reducdo da perda ponderal observada nos

animais. Os fungos de uso medicinal tém sido estudados no tratamento de doencas
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inflamatérias. Alguns estudos indicam que metabdlitos extraidos de espécies de fungos
podem estimular ou suprimir componentes do sistema imunol6gico 3

Melhoras clinicas observadas nos animais tratados com A. sylvaticus foram
observadas no presente estudo, porém esta espécie nao foi capaz de aumentar o tempo de
sobrevida dos animais tratados comparados aos animais que receberam solugdo placebo.

Relatos sobre efeitos adversos causados por cogumelos comestiveis sdo limitados
casos de hipersensibilidade foram encontrados 32 Kuroiwa et al (2005) 33 mostrou em um
ensaio sub-crénico que o cogumelo Agaricus blazei é bem tolerado mesmo em doses altas.
Em um estudo de toxicidade aguda a espécie A. sylvaticus ndo causou alteracdes clinicas,
histopatoldgicas ou hematolégicas em animais 3,

Os animais controle tratados com A. sylvaticus (grupo II) ndo apresentaram
alteracdes fisicas ou comportamentais comparados aos animais controle tratados com

placebo (grupo I), confirmando a boa tolerabilidade deste fungo.

CONCLUSAO:

Os resultados obtidos indicam que a administracdo do fungo Agaricus sylvaticus,
aos animais inoculados com tumor sélido de Walker 256, atua de forma benéfica ao
melhorar os parametros clinicos e andtomopatoldgicos destes animais. Dessa forma, a
espécie estudada pode futuramente contribuir como complemento a terapia do cancer
trazendo ao paciente um maior bem estar fisico que traduz-se no aumento da qualidade de
vida. No entanto o A. sylvaticus necessita de estudos toxicoldgicos que provem que o
mesmo € seguro para o uso humano e que determine o periodo de tempo no qual o mesmo

possa ser usado.
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CONCLUSAO

A utilizagdo de cogumelos medicinais como adjuvantes na terapéutica do cancer
tem como principais beneficios a melhora do bem estar e o aumento da sobrevida do
paciente, pois algumas espécies funcionam como aporte de nutrientes essenciais e fonte de
substancias farmacologicamente ativas. No presente estudo o cogumelo Agaricus sylvaticus
apresentou efeitos benéficos em animais com tumor de Walker 256 como mostrado por
meio da melhora de parametros diagndsticos, clinicos e andtomopatolégicos tendo sido bem
tolerado dentro do periodo no qual foi utilizado. Portanto, os resultados obtidos indicam
que a espécie estudada possa posteriormente ser utilizada como complemento a terapia
convencional do cancer, apds a comprovacdo da seguranca da mesma por meio de futuros

estudos toxicoldgicos.
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ANEXO A

FICHA DE COLETA DE DADOS DOS ANIMAIS EXPERIMENTALIS:

No. do animal :

Idade:

Fichas dos ratos da Pesquisa com Agaricus sylvaticus :

Cor:

Sexo:

Caixa:

Data da Inoculagdo : ___/___

Gavagens:

/

1°. dia

2° dia

3°. dia

4°. dia

5°. dia

6°. dia

Manha

Tarde

Peso:

1°. dia

2°. dia

3°. dia

4°. dia

5°. dia

6°. Dia

Peso (g)

Alteracao na
alimentagdo

Evoluc¢iao da Doenca:

Exames:

- Bioquimica:

Data do Obito:

Obito: ( ) inoculagdo ( ) sacrificio

() tempo de sobrevida
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ANEXO B

ARTIGO DE REVISAO PUBLICADO NA REVISTA BRASILEIRA DE NUTRICAO
CLINICA
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ANEXO C

APRESENTACAO DE TRABALHO NA REUNIAO ANUAL DA FEDERACAO DE
SOCIEDADES DE BIOLOGIA EXPERIMENTAL-FESBE
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