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Resumo

Suplemento dietético com extrato de Agaricus silvaticus vem sendo utilizado como tratamento
adjuvante em pacientes com cancer, contribuindo para um melhor prognéstico. O objetivo
foi avaliar os efeitos do A. silvaticus sobre o sistema hematopoético e imunolégico em ratos
Wistar com tumor ascitico de Walker 256. O estudo foi do tipo duplo-cego e placebo-contro-
lado, com amostragem aleatéria. Ratos machos e jovens (n = 46) foram divididos em dois
grupos: tratado (n = 23) e placebo (n = 23). O grupo tratado recebeu 5 mg/kg/dia do extrato
aquoso de A. silvaticus (Tapirai, SP, Brasil) por gavagem, em duas administracdes diarias até
o sacrificio (8° dia). Foram avaliados nimero de eritrocitos, taxa de hemoglobina e o hema-
tocrito, observando-se um quadro de anemia. Os grupos tratado e placebo apresentaram,
respectivamente, valores de eritrécitos de 4,11 + 1,2 e 3,59 + 1,9 x 105/mm3, (p = 0,03);
e hemoglobina de 10,06 + 1,6 g/100 ml e 9,65 + 1,6 g/100 ml, (p = 0,05), hematocrito
de 22,82 + 1,6% e 20,15 = 1,5%, (p = 0,02). A série branca foi comparada entre os gru-
pos tratado e placebo. Verificou-se que o primeiro apresentou niveis mais altos de leucécitos
(10,96 + 1,8 e 7,39 = 1,4 x 103/mm3, p = 0,03); linfécitos (2,46 + 0,7 e 1,54 =+ 0,9
103 mm3, p = 0,03), e neutrdéfilos (1,73 +1,2e 1,3 0,5 x 103/mm3, p = 0,03). Os resulta-
dos sugerem que a administracéo do extrato de A. silvaticus ocasionou efeitos benéficos nos
sistemas hematopoético e imunolégico em ratos com tumor ascitico de \Walker 256.

Abstract

Dietary supplementation with Agaricus silvaticus extract has been used for the adjuvant treat-
ment of cancer patients with improvements in prognosis. We evaluated the effects of the
administration of A. silvaticus extract on hematological and immunological systems of ascitic
Walker 256 tumors inoculated in Wistar rats. The experiment is a double-blind, placebo-con-
trolled with random sampling. Male young rats (n = 26) were divided in two groups experimen-
tal (n = 23) and placebo (n = 23). The experimental group received 50 mg/kg/day of A. silvati-
cus (Tapirai, SP, Brazil) water extract by gavages, in two daily administrations, until their death
(8™ day). The red blood cells, hemoglobin and hematocrit were analyzed, the results on both
groups presented anemia. The experimental group presented erythrocyte 4.11 + 1.2 against
3.59 £ 1.9 X 108/mm?® (p = 0.03); hematocrit of 22.82 + 1.6% against 20.15 + 1.5%,
(p =0.02) and hemoglobin of 10.06 + 1.6 g/100 ml against 8.65 + 1.6 g/100 ml,
(p = 0.05). When compared to the placebo group, the white blood cells in the experimental
group showed higher levels of leukocytes (10.96 + 1.8 against 7.39 = 1.4 x 10%/mm?,
p = 0.03); lymphocytes (2.46 + 0.7 against 1.54 + 0.9 x 103/mm?, p = 0.03) and neutro-
phils (1.73 £ 1.2 against 1.3 + 0,5 x 103/mm3, p = 0.03). The findings suggest that the
administration of A. silvaticus extract improved effect benefit on blood cells and immunological
system in rats with ascitic Walker 256 tumor.

Resumen

El suplemento dietético con extracto de Agaricus silvaticus es usado comao tratamiento adyu-
vante en enfermas con cancer, contribuyendo para un mejor pronéstico. El objetivo fue evaluar
los efectos del A. silvaticus sobre el sistema hamatopoetico e inmunolégico en ratones Wistar
con tumor ascitico de Walter 256. El estudio fue concebido doble-ciego y placebo-controlado,



Efeitos do cogumelo Agaricus silvaticus no sistema hematopoético e imunolégico de ratos com tumor ascitico de Walker 256

con amostrage aleatoria. Ratones machos y jovenes (n = 46) fueron divididos en dos grupos: tratado (n = 23) y placebo (n = 23). El grupo
tratado recibi6 5 mg/kg/dia del extracto acuoso de A. silvaticus (Tapirai, S&o Paulo) por gavage, en dos administraciones diarias hasta el
sacrificio (82 dia). Resultados. Fueron evaluados nimero de eritrocitos, tasa de hemoglobina y el hematocrito, observandose un cuadro de ane-
mia. Los grupos: tratado y placebo presentaron, respectivamente, valores de eritrocitos de 4,11 = 1,2 e 3,59 = 1,9 x 105/mm? (p = 0,03);
y hemoglobina de 10,06 + 1,6 g/100 mly 8,65 = 1,6 g/100 ml, (p = 0,05), hematocrito de 22,82 + 1,6% e 20,15 = 1,5%, (p = 0,02).
La serie blanca fue comparada entre los grupos tratados y placebo. Se verificé que el primero grupo presento niveles mas altos de leucocitos,
linfocitos y neutrofilos. Los resultados sugieren que la administracion del extracto de A. silvaticus ocasiono efectos benéficos en los sistemas

hematopoetico e inmunolégico en ratones con tumor ascitico de \Walter 256.

Introducéo

O Agaricus silvaticus, um fungo da ordem Agaricaceae
usado na composicdo de suplemento dietético em pacientes
com céancer, apresenta possiveis efeitos inibidores no cres-
cimento tumoral, regressdo do tumor e estimulagido dos
sistemas imunitario e hematolégico, além de efeitos bené-
ficos na melhoria da qualidade de vida e no prognéstico de
pacientes!.

Estudos acerca dos mecanismos de agio de substincias,
cuja presenca ja foi estabelecida em cogumelos Agaricaceae,
demonstraram importdncia na resposta imunitaria e hemato-
légica no cancer’. Entre essas substancias estdo: 1-3-beta-D-
glucana’, ergosterol®, lecitina, terpendides’, proteino-glucana®
e os aminodcidos imunomoduladores, como a arginina®'®.

Foi demonstrado que a 1-3-beta-D-glucana possui efei-
tos sobre o sistema imunitdrio, tais como: aumento da imu-
nidade celular e humoral, aumento do nimero, tamanho, ati-
vidade fagocitdria, aumento na aderéncia e quimiotaxia dos
macréfagos; aumento do nimero de mondcitos circulantes,
aumento da produgdo de antigenos e atividade citolitica so-
bre células tumorais humanas in vitro®5%,

No mecanismo de acdo da ativagio do sistema imuni-
tério, esta glucana atua como pseudo-antigeno opsonisante,
facilitando a fagocitose do complexo antigénico por macré-
fagos que estdo associados ao setor T (Timo-dependente) do
sistema imunolégico, mediado por células, constituido por
linfécitos supressores e auxiliares; e ao setor B (Bursa-de-
pendente), constituido por plasmdécitos, que se encarregam
de formar anticorpos®. As células Th-1, que desencadeiam o
setor mediado por células T, e estimulam os linfécitos T a
elaborarem isoleucinas, sdo ativadas pela Beta-glucana. Estas
isoleucinas estimulam células NK (Natural Killer), responsa-
veis pela destrui¢ao das células neoplasicas. Paralelamente, os
linfécitos CD-8 adquirem alta citotoxidade especifica (CTL),
por agdo da beta-glucana opsonisada com antigeno, contri-
buindo ao processo de destruigdo celular do tumor’.

Outras substancias presentes em Agaricaceae, com efei-
tos anti-neoplésicos, entre elas, o ergosterol, o 4cido oléico
contido na lecitina, os dcidos ganodéricos (triterpenos), que
inibem a neovascularizagédo induzida pelo tumor; as proteino-
glucanas, que atuam melhor que as glucanas isoladas, como
epitopos em agdo opsonizante na fagocitose e os aminoacidos

imunomoduladores, como arginina, que estimula a produgéo
de 6xido nitrico, hidroxiprolina, citocinas e poliaminas, com
importéncia nos processos de caquexia’.

O tumor de Walker 256 (W256 A tumor) vem sendo
bastante utilizado como modelo experimental de cincer,
especialmente por provocar alteragdes fisioldgicas carac-
terfsticas em ratos de laboratério, entre elas anemia, leu-
copenia e plaquetopenia, atribuidas a fatores hemoliticos
e a caquexia'®.

Neste estudo foram avaliados os efeitos do extrato de
A. silvaticus no sistema hematopoético de ratos Wistar com
W256 A tumor, na forma ascitica.

Material e métodos

Desenho experimental

O estudo foi do tipo duplo-cego e placebo-controlado,
com amostragem aleatéria. Ratos machos e jovens (n = 46)
foram divididos em dois grupos: tratado (n = 23) e placebo
(n = 23). O grupo tratado recebeu 5 mg/kg/dia do extrato
aquoso de A. silvaticus (Tapiraif, ST, Brasil) por gavagem eso-
fagica, em duas administragoes didrias (12 em 12 horas) até
o sacrificio (8° dia). O grupo placebo recebeu dgua pura por
procedimento de gavagem. Todos os animais foram mantidos
sob idénticas condigbes ambientais e de temperatura, a luz
artificial durante ciclos alternados de 12 horas por dia, com
dgua filtrada e ragdo Labina (Purina, Brasil) ad libitum.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Estu-
dos Animais da Universidade de Brasilia e foi seguido o pro-
tocolo do General United Kingdom Coordinating Committee
on Cancer Research®.

Extrato com Agaricus silvaticus

A solugdo utilizada no grupo tratado foi acrescida de ex-
trato de cogumelos comestiveis A. silvaticus originario da cida-
de de Piedade, Sao Paulo, Brasil. Realizou-se extragio a quente,
com cogumelos frescos, por procedimento farmacotécnico. A
anélise da composigdo da solugdo final de A. silvaticus foi re-
alizada no Japan Food Research Laboratories Center e revelou a
presenca de carboidratos: 18,51 g/100 g; lipideos: 0,04 g/100 g;
ergosterol: 624 mg/100 g; proteinas: 4,99 g/100 g; aminoécidos:



(arginina: 1,14%; lisina: 1,23%; histidina: 0,51%; fenilalanani-
na: 0,92%; tirosina: 0,67%; leucina: 1,43%; metionina: 0,32%;
valina: 1,03%; alanina: 1,28%; glicina: 0,94%; prolina: 0,95%;
acido glutdmico: 3,93%; serina: 0,96%; treonina: 0,96%; acido
aspartico: 1,81%; triptofano: 0,32%; cisteina: 0,25%), beta-glu-
cana e micronutrientes em baixas quantidades.

Inoculacao do tumor

Foram utilizadas células cancerosas da linhagem A do
Tumor de Walker 256 (W256 A tumor), para indugdo de cres-
cimento tumoral ascitico, por inoculagdo peritoneal Unica,
em dose contendo aproximadamente 4 x 10° células. A ori-
gem da linhagem A das células do Tumor de Walker 256 é o
National Cancer Institute Bank, Cambridge (Massachusettes,
EUA), que foi obtida no Departamento de Biofisica na Uni-
versidade Estadual de Campinas (Unicamp).

Analise Hematolégica

No 8° dia do estudo foram colhidas amostras de san-
gue dos ratos, por pungdo cardfaca, na quantidade de 0,3 ml,
conservadas com 0,001 ml de EDTA a 10%. Apéds este pro-
cedimento, os animais foram sacrificados. O hemograma foi

Tabela 1 - Resultados série vermelha.

Ratos com Tumor de Walker 256 (W256 A tumor)

DITIE] Dieta
placebo  A. silvaticus
(n=23) (n=23)

Significancia
estatistica

Exames

Hematécrito (%) 2005+15 2282+16 p=0,03
Hemoglobina (g/100 ml)  9,35+1,6 10,06 + 1,6 p=10,05
Eritrdcito (10%/mm3) 3,29+09 411+0,2 p =0,02
VCM®@ (p3) 55,21 55,44 p=048
HCM® (g) 19,6 244 p=0,14
CHCM® (%) 10,78 10,9 p=047

Testes aplicados: ANOVA e tde Student. Os valores representam a média + desvio padrao
(n=23 cada grupo). @ VCM - volume corpuscular médio do eritrocito; ® HCM - hemoglobi-
na corpuscular média; ® CHCM - concentragdo da hemoglobina corpuscular média.

Tabela 2 - Resultados série branca.

Ratos com Tumor de Walker 256

Dieta
A. silvaticus
(n=23)

Dieta placebo
(n=23)

Significancia

Exames estatistica

Leucdcito (103%/mm? 73914 10,96 £ 1,8 p=0,03
Neutréfilo (103/mm?) 1,3+0,5 1,73+1,2 p=0,03
Linfocito (10%/mm3) 15409 2,46 +0,7 p=0,03
Monadcito (103/mm?) 0,90 = 0,66 1,46 £ 0,85

Eosinéfilo (10%/mmd) 0,10 + 0,06 0,20+ 0,20

Basofilo (103%mm? 435+215 3,132,115 _

Testes aplicados: ANOVA e t de Student. Os valores representam a média + desvio
padrdo (n =23 cada grupo).
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realizado, com amostras em duplicata, imediatamente apds a
coleta, utilizando o método de impedancia em aparelho au-
tomatizado (CELL-DYN 3200). Os valores utilizados como
referéncia foram: eritrécitos 8,4 = 6 x 105/mm?, hemoglobina
14,00 = 2,0 g/100 ml, hematécrito 44 + 4%, volume corpus-
cular médio do eritrécito (VCM) 80-105u?, a concentragio
da hemoglobina corpuscular média (HCM) 27,31 g, concen-
tragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) 32-36%,
plaquetas 340 x 10%/mm?, leucécitos 14 x 10%/mm?, linféci-
tos 10,0 = 2,0 x 103/mm?® e neutrdfilos 3,1 x 103/mm?3 6.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se procedimentos
de andlise de varidncia (ANOVA) e teste t de Student para
a comparagdo entre os grupos tratado e placebo. O nivel de
significancia adotado foi de p £ 0,05.

Resultados

Série vermelha

Os ratos, de ambos os grupos, apresentaram desen-
volvimento do cincer e anemia acentuada. O grupo trata-
do apresentou eritrécitos de 4,11 = 1,2 contra 3,29 + 1,90
x 10%/mm?® do grupo placebo, (p = 0,03), hemoglobina de
10,06 = 2,6 g/100 ml contra 9,35 = 2,6 g/100 ml do placebo,
(p = 0,05) e hematécrito 22,82 + 3,6% contra 20,05 = 3,5%
do placebo, (p = 0,02), cujos valores encontram-se descritos
na Tabela 1.

Os Indices hematimétricos foram os seguintes nos gru-
pos tratado e placebo, respectivamente: volume corpuscular
médio do eritrécito (VCM) foi 55,443 e 55,21u% concentra-
¢do da hemoglobina corpuscular média (HCM) foi 24,40 g e
19,60 g; e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) f0i 10,90% e 19,78% (Tabela 1).

A anemia observada foi hipocrémica e microcitica nos dois
grupos, placebo e tratado com A. silvaticus. Os indices apresenta-
dos pelo grupo tratado foram mais préximos dos valores normais
de ratos saudaveis, sugerindo que o metabolismo de ferro sérico
e a fungio medular eritropoética foram beneficiados nos ratos
com tumor de 256 Walker tumor tratados com A. silvaticus.

Série branca

A leucocitose, com a presenca de células mais jovens da
linhagem neutrofilica, miel6citos, metamielécitos e neutréfilos
bastonetes, foi observada nos dois grupos. O grupo tratado apre-
sentou, entre outros valores, leucécitos de 10,96 + 2,8 contra
7,39 = 2,4 % 103%/mm?, (p = 0,03); linfécitos 2,46 = 0,7 103/mm?®
contra 1,54 + 0,9 10%mm?, (p = 0,03) e neutrdfilos 1,73 + 1,2
contra 1,3 + 0,5 x 10%/mm?®, (p = 0,03). Os valores de mondci-
tos, eosindfilos e basofilos estio descritos na Tabela 2.
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Plaguetas

Houve plaquetopenia em ambos os grupos, sendo mais
acentuada no grupo placebo. A diferenga entre o grupo tratado
comA. silvaticus e o grupo placebo foi significativa (127,25 + 1,8
contra 88,32 + 1,9 x 10%/mm? p = 0,04). Nao foi observado
sangramento externo em nenhum dos grupos estudados.

Discusséao

A anemia, presente nos dois grupos estudados, é uma
complicagdo comumente observada em portadores de cancer,
sendo as vezes o primeiro sintoma detectado’®. Em animais
com cancer, pode ser observada uma ineficiéncia da utilizagdo
de nutrientes pelo organismo, além de alteragdes na ingestao,
digestdo e absorgdo dos alimentos, com modificagdes metabé-
licas importantes, o que pode contribuir para o estado anémi-
co. Pode ocorrer alteragdo priméria na membrana plasmaética
dos eritrécitos, por meio de modificagdes nos mecanismos de
transporte e permeabilidade e/ou secundéria & modificagbes
metabdlicas, com aumento da fragilidade osmética, além da
presenga de fatores de necrose circulantes, acarretando he-
molise”*7. Em pacientes com cancer em estdgio terminal, a
anemia estd associada a um componente hemolitico ainda ndo
esclarecido, evidenciada pela rdpida e intensa destruigdo dos
eritrocitos!™!!. Pode haver retencao de ferro pelo sistema reticu-
lo endotelial (SRE), trato gastrointestinal e figado, acarretando
um efeito inibitério na maturagdo dos precursores eritrocité-
rios. A produgdo de eritropoetina e a resposta da medula dssea
estdo diminuidas na anemia por cancer”!.

Observou-se que os valores de eritrécitos do grupo de ra-
tos tratados com extrato de A. silvaticus foi superior ao grupo
placebo, o que demonstra uma tendéncia para a diminuigéo da
anemia nestes animais. Possivelmente houve interferéncia de
componentes do A silvaticus, nos mecanismos moleculares que
provocam sérias alteragdes fisiolégicas na fase final do cancer.

Foi sugerido que a ativagdo do sistema imunitério e a
ocorréncia de inflamagdo ocorrem mediante o aumento dos
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A leucopenia observada no estudo, especialmente a lin-
fopenia e a neutropenia, decorrem tanto da caquexia quanto
das alteragoes metabdlicas provocadas pelo tumor. Ela esté as-
sociada ao aumento do risco de infec¢oes graves. As citocinas
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Conclusao

Os indices hematimétricos demonstraram que a rea-
cdo fisiolégica ao tumor de Walker 256 foi melhor no gru-
po tratado com A. silvaticus demonstrando possivel efeito
farmacolégico.
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