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Efeitos do tratamento com Agaricus sylvaticus sobre a
anemia e os niveis de proteina C reativa em animais com
tumor sdlido de Walker 256

Effects of Agaricus sylvaticus treatment on anemia and C reactive
protein levels in animals with Walker 256 tumor

RESUMO

Introducao: Os cogumelos medicinais apresentam propriedades far-
macologicas e nutricionais que atuam na melhora do bem-estar e no
aumento da sobrevida do paciente.

Objetivos: Avaliar os efeitos do extrato de Agaricus sylvaticus sobre a
anemia e os niveis de proteina C reativa em ratos inoculados com tumor
solido de Walker 256.

Métodos: 30 ratos Wistar adultos machos foram distribuidos em dois
grupos (n=15 cada) para suplementacao dietética distinta (Agaricus syl-
vaticus e placebo) administrada de 12 em 12 horas. Os animais foram
sacrificados no 13° dia e foi coletado sangue para analise laboratorial.
Os testes estatisticos foram realizados através da analise estatistica uni-
variada (ANOVA), com significancia para p=<0,05.

Resultados: O grupo tratado com Agaricus sylvaticus apresentou nivel
de proteina C reativa (PCR) de 0,48 + 0,12 mg/dL enquanto o grupo tra-
tado com placebo apresentou o valor de 0,61 0,11 mg/dL (p=0,008). O
grupo tratado com A. sylvaticus apresentouemmeédia: hemacias4,53x10°
+1,15x10°mm?, Hemoglobina (Hb) 8,10+2,08g/dL, Hematocrito (Ht)
24,02+4,51%, Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 22,202 4pg,
Concentracio de Hemoglobina Corpuscular (CHCM) 36,21+6,38%
e Volume corpuscular médio (VCM) 62,46+6,74fl. No grupo tratado
com placebo foram encontrados: hemacias 3,33x10° +0,86x10%mm?,
Hb 6,96+1,55g/dL, Ht 19,7+5,31%, HCM 21,26+131pg, CHCM
29,92+8,6% e VCM 63,12+10,19fl. Diferencas significativas foram en-
contradas para o numero de hemacias sendo p = 0,004 e hematocrito
sendo p = 0,03.

Conclusio: A reducio do nivel de Proteina C Reativa e a melhora do
quadro anémico sdo indicativos de melhor prognostico para os animais

com cancer tratados com o cogumelo Agaricus sylvaticus.

Palavras-chave: Tumor de Walker 256, Agaricus sylvaticus, Série Ver-
melha, Proteina C Reativa.
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INTRODUCAO

ABSTRACT

Introduction: Medicinal mushrooms present pharmacological and nu-
tritional properties that have been associated with the improvement of
well-being and the increase of lifespan

Objectives: evaluate the effects of A. sylvaticus extracts on anemia and
levels of C reactive protein in rats inoculated with Walker 256 tumor.

Methods: 30 male adult Wistar rats were divided into two groups (n=15
each) for different dietary supplementation (Agaricus sylvaticus and pla-
cebo) administered every 12 hours. The animals were sacrificed on the
13" day and their blood were collected for laboratorial analysis. The
Statistical tests were carried out through univariate statistical analysis
(ANOVA), with significance to p=0,05

Results: The group treated with Agaricus sylvaticus presented a level
of C-reactive protein (CRP) of 0,48 = 0,12 mg/dL while the group
treated with placebo group presented CRP level of 0,61 0,11 mg/dL (
p=0,008). The group treated with A. sylvaticus presented, on average,
the following values: erythrocytes 4,53x10° £1,15x10%mm?3, Hemoglo-
bin (Hb) 8,10+2,08g/dL, Hematocrit:24,02+4,51%,Mean Corpuscu-
lar Hemoglobin (MCH) 22,20+2,4pg, Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration (MCHC) 36,21+6,38% and Mean Corpuscular Volume
(MCV)62,46+6,74fl. In the group treated with Placebo were found:
erythrocytes 3,33x10° +0,86x10°%mm?>, Hemoglobin 6,96x1,55g/dL,
Hematocrit:19,7+5,31%, MCH 21,26+1,31pg, MCHC 29,92+8,6% and
MCV 63,12+10,191l. Significant differences were found for the number
of erythrocytes being p=0,004 and hematocrit being p= 0,03.

Conclusion: The reduction of C Reactive Protein level and the improve-
ment of anemic state indicate a better prognosis for animals with cancer
treated with A. sylvaticus mushroom

Key words: Walker 256 tumor, Agaricus sylvaticus, Red blood cells, C
Reactive Protein.

O consumo de cogumelos em todo o mundo
deve-se, desde tempos remotos, ao seu paladar e
textura agradavel e a crenca em suas propriedades
antitumorais e imunomoduladoras pela medicina
tradicional oriental'. No ocidente é ingrediente na
culinaria sofisticada, mas seu uso como rotina na
alimentacéo, devido principalmente a fatores so-
ciais e econdmicos, € restrito a paises do leste eu-
ropeu. Sobre seu efeito terapéutico faltam estudos
que comprovem sua eficacia em tratamentos de
diversas afeccoes como dislipidemias, diabetes e
cancer, especialmente como adjuvante associado
ao suporte nutricional?. Estudos epidemiologicos
em cancer gastrintestinal evidenciaram uma rela-
¢do inversamente proporcional entre a ingestdo
de cogumelos e o risco de desenvolvimento dessa
doenca’.
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Melhorias nas técnicas de extracao e purificacao de
substancias bioativas presentes em extratos de cogu-
melos permitiram identificar cadeias de polissacari-
deos como principais agentes antitumorais, atuando
como imunomoduladores e com uma possivel acio
citotoxica 2. Dentre os polissacarideos destacam-se
as B-D-glucanas, assim como os derivados de fra-
coes lipidicas de cogumelos Agaricus blazei como o
ergosterol tém sido apontados como responsaveis
por acdo antitumoral®. Recentemente foram isola-
dos dois compostos destes cogumelos, com ativi-
dade antiangiogénica, antitumoral e antimetastatica
constatada em estudos experimentais™®.

O Agaricus sylvaticus é um cogumelo brasileiro
encontrado de forma nativa no interior do estado
de Sao Paulo, cujo nome popular é Cogumelo do



Sol”. Pertence a taxonomia: super-reino Eucario-
ta, reino Fungi, divisdo Basidiomicota, subdivisao
Homobasiodiomicetidade, ordem Agaricales, fa-
milia Agaricaceae e género Agaricus®.

A anemia é uma condicao clinica observada em pa-
cientes com cancer e esta relacionada nao somente
ao proprio processo neoplasico como também as
deficiéncias nutricionais, hemorragias, inibicao e
destruicao da medula 6ssea e citocinas inflamato-
rias que influenciam a maturacao eritrocitaria'®. A
anemia pode manifestar-se por fadiga e compro-
meter em muito a qualidade de vida e prognostico
do paciente com cancer'!.

As citocinas inflamatérias séo ativadoras da pro-
teina C reativa (PCR), que é um marcador de fase
aguda da inflamacdo e seu aumento esta relacio-
nado a agressividade do tumor, a caquexia por ele
induzida e ao prognostico'.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito do
extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus sobre a
série eritrocitaria e sobre a concentracdo da Pro-
teina C Reativa em ratos Wistar inoculados com o
tumor experimental de Walker 256.

METODOS

u Preparacao dos animais: Ratos machos e iso-
génicos (n=30) foram mantidos sob idénticas
condicoes ambientais, com racao e agua ad libi-
tum. Foram distribuidos em dois grupos (n=15
cada), para receberem esquemas distintos de
suplementacao dietética (Agaricus sylvaticus X
placebo) administrados de 12x12 horas. Todos
os animais foram sacrificados no 13° dia.

u Preparacdao da solucao contendo extrato de
Agaricus sylvaticus e solucao placebo: O extra-
to aquoso foi preparado a partir de uma infusao
do cogumelo desidratado, em 4gua filtrada ini-
cialmente a 100°C por 30 minutos, liquidifica-
do, peneirado e seco em dissecador. O extrato
obtido foi adicionado ao veiculo que apresenta a
seguinte formulacdo: sorbato de potassio, extra-
to de cravo da india, extrato de canela, actcar e
xarope de glicose. A solucao placebo apresenta
idéntica formulacao porém nao é adicionada do
extrato de A. sylvaticus.

u Procedéncia, manutencao e inoculacao do tu-
mor nos animais: A linhagem A do tumor de
Walker 256 (origem: The Crist Hospital Line,
National Cancer Institute Bank, Cambridge,

Efeitos do A.sylvaticus sobre anemia e PCR

Mass., USA), foi obtida junto a Universidade Es-
tadual de Campinas (Unicamp) e conservada em
nitrogénio liquido a -160°C. A técnica de inocu-
lacao utilizada nos animais foi dilobular e sub-
cutanea, na regido dorso-lombar, totalizando 2
inoculagdes por animal, com aproximadamente
4 milhoes de células por inoculacéo, seguindo o
protocolo de NOVAES et al., 2000".

Apés a inoculacdo, iniciou-se a gavagem nos
dois grupos com periodicidade de 12/12 horas
durante 13 dias. Apos esse periodo, todos os
animais foram sacrificados para a analise labora-
torial do sangue.

» Exame Hematologico dos animais: Para o sa-
crificio, os animais foram anestesiados usando
éter etilico e seu sangue coletado pela técnica
de puncéo cardiaca e acondicionados em tubos
contendo anticoagulante EDTA a 10% para a
analise laboratorial. Os parametros analisados
foram: hemoglobina (Hb), hematocrito (HTC),
volume corpuscular médio (VCM), concentra-
cao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
e hemoglobina corpuscular média (HCM) por
automacao, equipamento Cell-dyn 3500. A pro-
teina C reativa (PCR) foi analisada pelo método
de turbilhonamento.

w Analise Estatistica: Os dados foram analisados
no programa Prisma, versao 3.0 e foi aplicado o
teste t de Student e andlise univariada (ANOVA).
Nivel de significancia < 0,05.

RESULTADOS

Em relacdo aos indices hematimétricos, compa-
rando os grupos I (tumor/agaricus) e II (tumor/
placebo) foram obtidos valores significativos para
o numero de hemacias (p=0,004) e o hematocrito
(p=0,03). Os niveis de PCR foram significativa-
mente maiores no grupo Il (tumor/placebo) em
relacdo ao grupo I (tumor/agaricus), onde foram
obtidos os valores de: 0,61 +0,11 mg/dL versus
0,48 = 0,12 mg/dL, respectivamente, sendo a di-
ferenca estatisticamente significativa (p=0,008),
Tabela 1.

DISCUSSAO

A anemia em portadores de cancer é classificada
como anemia de doencas cronicas cujo mecanis-
mo patogénico dificilmente pode ser estabeleci-
do. A producao de eritrécitos tem um moderado
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aumento, porém nao suficiente para compensar
a destruicdo destas células. Estudos sugerem que
a ativacdo do sistema imunologico e a presenca
de citocinas pro-inflamatorias poderiam induzir a
retencdo do ferro pelo sistema reticulo-endotelial,
pelo trato gastrintestinal e pelo figado exercendo
efeito inibitorio sobre precursores eritroides'*.

Varios metabolitos, especialmente os carboidratos
extraidos dos fungos sao capazes de induzir a he-
matopoiese'”. Todos os animais com tumor sélido
de Walker apresentaram anemia. Os animais tra-
tados com o cogumelo A. sylvaticus apresentaram
um aumento significativo do naumero de hemacias
e do hematocrito em relacéo ao grupo tratado com
placebo, indicando que o tratamento com este co-
gumelo tem uma acdo benéfica sobre a anemia
no animal com cancer, porém nao foi capaz de
reverter completamente esta condicdo. Observou-
se que os valores de hemoglobina, HCM, VCM e
CHCM apresentaram-se mais proximos do nor-
mal nos animais do grupo tratado com o cogume-
lo comparado aos animais tratados com placebo,
ndo sendo porém estes resultados estatisticamente
significativos.

Os metabolitos extraidos de cogumelos podem
ter também uma acdo antiinflamatoria inibindo a
producao de oxido nitrico, PGE, IL-1p e TNF-a°.
A reducido destes mediadores inflamatorios pode

Tabela 1:

atenuar o estado anémico dos animais, conside-
rando que a presenca de IL-1 e TNF-a exercem
efeitos maturacao dos eritrocitos.

A proteina C-Reativa (PCR) é uma proteina plas-
matica sintetizada principalmente pelos hepatoci-
tos tendo um aumento importante em processos
inflamatorios agudos, agindo como opsoninas na
cascata do complemento'*'°.

Os valores de PCR obtidos no experimento, nos
animais do grupo I (tumor/agaricus) se aproxima-
ram dos valores de normalidade, ao passo que os
animais do grupo II (tumor/placebo) tiveram esses
niveis mais elevados, o que indica uma acio be-
néfica do referido cogumelo na reducédo dos efei-
tos sistémicos da inflamacao sobre o portador de
neoplasias e conseqiientemente um melhor prog-
nostico. Permanece obscuro o mecanismo que
propicia essa acao, a hipotese é que possivelmente
esteja relacionado com a acdo imunomuduladora,
ja citada, desse fungo.

Os resultados encontrados sugerem que o trata-
mento com o cogumelo Agaricus sylvaticus possui
efeito benéfico nos animais com tumor de Walker
256, por ser capaz de produzir uma diminuicao
no quadro anémico dos animais, com a obtencao
de resultados proximos dos obtidos para animais
sadios.

Hemograma (série eritrocitéria) e valores de proteina C reativa (PCR) de animais inoculados com tumor sélido de Walker 256
tratados com Agaricus sylvaticus (grupo I) ou com placebo (grupo Il), comparados aos valores obtidos para animais sadios.

(tumg:ll;gg:icus) (tum(?)rrgglgulzlebo) Animais sadios
Hemoglobina (g/dl) 8,10+2,08 6,96+ 1,55 12,37+ 2,0
Hemécias* (milhdes/mm3) 4,53+ 1,15 3,33+0,86 5,78+1,59
Hematdcrito* (%) 24,02+4,51 19,745,31 36,18+4,5
HCM (pg) 22,20+2,4 21,26+1,31 23,45+6,27
CHCM (%) 36,21+6,38 29,92+8,6 34,09+3,15
VCM (fl) 62,46+6,7 63,12+10,19 68,56+17,17
PCR*** (mg/dL) 0,48 0,12 0,61 0,11 0,43 0,11

Testes aplicados: Anova e t de Student. Resultados estatisticamente significativos:
*Hemdcias grupo | x grupo Il (p = 0,004); ** Hematdcrito grupo | x grupo Il (p = 0,03); PCR grupo | x grupo Il (p = 0,008).
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0Os valores representam a média + o desvio padréo.
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