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Resumo: Agaricus blazei Murill (ABM) é comercializado mundialmente como alimento medicinal com
potencial anticancerigeno. O estudo investigou os efeitos de diferentes extratos de ABM em um mode-
lo de camundongo com tumor de Ehrlich (TE). Diferentes extratos foram produzidos utilizando solucdo
com pH 4 e 7, banho-maria ou banho ultrassénico, com solucdo de polissacarideo ou sobrenadante.
Camundongos Swiss (n=192) foram separados aleatoriamente em 4 grupos para avaliagdo dos 4 mé-
todos de extracdo. Cada grupo de extragao consistiu em 2 grupos com ou sem tumor, separados em 4
grupos de tratamento. As avaliagdes incluiram peso dos érgaos e histologia do baco, rim, ganglios lin-
faticos, figado e tumor. Os animais com TE (sem tratamento) apresentaram aumento do peso relativo
do baco, todavia, nos animais com TE e tratados com o sobrenadante de ABM a 60°C em pH 7, houve
diminui¢cdo do peso do baco. O peso do figado também reduziu em animais com TE, mas tratados
com extrato ABM a 60°C em pH 4. Os achados histolégicos do bago mostraram aumento no nimero
de macréfagos e, em alguns casos, observou-se leve hipoplasia de polpa branca. Duas fra¢des foram
obtidas no extrato de ABM a 60°C em banho ultrassénico, a sobrenadante e a polissacaridica, e os ani-
mais com TE tratados com a fracdo de sobrenadante mostraram uma menor celularidade tumoral e
uma menor distancia entre a epiderme e a musculatura. Na epiderme das patas desses animais foram
vistas areas livres de células tumorais, menores areas de necrose e infiltracdo celular, demonstrando
menor crescimento tumoral. Os resultados sinalizam que o extrato de ABM a 60°C em pH 7 produzido
através de banho ultrassonico tem o maior potencial terapéutico que deve ser mais explorado.

Palavras-chave: camundongo; polissacarideos; cancer; cogumelos.

Abstract: Agaricus blazei Murill (ABM) is commercialized worldwide as a medicinal food with antican-
cer potential. The study investigated the effects of different ABM extracts on a mouse model of trans-
platable Ehrlich tumor. Different extracts were produced using a solution with pH 4 and 7, water bath
or ultrasonic bath, with polysaccharide solution or supernatant. 192 mice were randomly separated
into 4 groups for assessment of the 4 extraction methods. Each extraction group consisted of 2 groups
with or without a tumor, further separated into 4 treatment groups. Evaluations included organ weight
and histology of the spleen, kidney, lymph nodes, liver, and tumor. Ehrlich’s tumor leads to an increa-
se in the relative weight of the spleen, but the use of ABM supernatant at 60°C at pH 7 decreases the
weight of the spleen. Liver weight was reduced with extract ABM at 60°C in pH 4. Histology findings
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for the spleen showed an increase in the number of macrophages and, in some cases, mild white
pulp hypoplasia. In animals treated with ABM supernatant solution (60°C and ultrasonic bath), when
compared to animals treated with ABM polysaccharide solution (60°C and ultrasonic bath), less tumor
cellularity, smaller distance between the epidermis and the musculature, can be observed. Free areas
of tumor cells in the epidermis of the foot padsand smaller areas of necrosis and cellular infiltration
were observed, demonstrating less tumor growth in these animals. The findings indicate that ABM
extract at 60°C at pH 7 produced through an ultrasonic bath has the most therapeutic potential that
should be further explored.

Keywords: mouse; polysaccharides; cancer; mushroom.

1. Introdugao

Agaricus blazei Murill também conhecido como cogumelo do sol é uma espécie brasileira
da familia Basidiomycetes comercializada mundialmente como alimento medicinal ™. Relatos
anteriores indicam potencial terapéutico quanto a atividade anticancerigena em cultivo de
células @ e modelos in vivo @, com propriedades antivirais “, atividade antioxidante, imunor-
regulatoria e antidiabética ©. Tem também efeito anti-inflamatdrio evidenciado pela reducao
dos niveis de citocinas no sangue em pacientes com doencas inflamatdrias crénicas ©.

Os principais compostos quimicos consistem em polissacaridos, lipideos, incluindo
ergosterol, esterois, proteinas, vitaminas B, C e D, e compostos fendlicos . A composicao
complexa resulta em diferentes mecanismos de acdo. Um dos mais relevantes é o potencial
anticancerigeno, que inclui a inducdo de apoptose em células e modelos de roedores de
diferentes tipos de cancer, como o fibrossarcoma, sarcoma, cancer de ovario, pulmao, leu-
cemia, entre outros ©. As ac8es terapéuticas sobre as células cancerosas estao associadas
a modulacdo do sistema imunolégico, bem como a ativagao de células natural killer (NK) e a
inducdo de apoptose ©.

Embora a quimioterapia continue a ser o padrao de ouro para a maioria dos tratamen-
tos de cancer, sao frequentes as rea¢des adversas graves e a resisténcia tumoral ©. Por esta
razao, as estratégias anticancerigenas adjuvantes, tais como a utilizacdo de subprodutos e
extratos naturais de baixa toxicidade, como suplementos, séo modalidades promissoras ©.
A este respeito, o tumor soélido de Ehrlich € um modelo conhecido de cancer da mama de
crescimento rapido, de baixo custo e facil monitorizagao 9. Assim, este estudo teve como
objetivo descrever os efeitos de diferentes extratos de A. blazei em modelo animal de tumor
de Ehrlich, incluindo a avaliacao do peso dos 6rgaos e analise histoldgica do tumor, figado,
rim, bago e ganglios linfaticos.

2. Materiais e métodos
2.1 Preparacdo dos extratos de A. blazei Muril (ABM).
Substancias com provavel atividade antineoplasica, como o composto ativo de hemi-

celulose (AHCC) e o complexo polissacarideo-proteina (designado como ATOM), foram ob-
tidas dos micélios cultivados de A. blazei. Como as extra¢des aquosas nao sao capazes de
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promover o rompimento completo dessa barreira e, consequentemente, ndo disponibili-
zam essas substancias para atividade direta (in vitro) ou para absorcao pelo sistema diges-
tivo (in vivo), o uso de temperaturas superiores a 100°C, ou a inser¢ao de acidos durante
0 processo de extracao, proporciona maiores concentracdes de ingredientes ativos. Esse
fato pode estar relacionado ao rompimento da barreira de hemicelulose do cogumelo @".
Portanto, diferentes formas de extracdao do Agaricus blazei Murrill podem determinar uma
maior ou menor concentra¢dao dos componentes farmacolégicos ativos com agao antineo-
plasica presentes no cogumelo.

Os extratos foram obtidos de 3 kg de ABM desidratado adquirido de um produtor co-
mercial na cidade de Sao José do Rio Preto, Sdao Paulo, Brasil. Uma amostra foi depositada
no herbario do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(BHCB 97946).

Os extratos foram preparados com base em quatro métodos de extracdo . Dois extra-
tos principais foram produzidos com pH neutro (7,0) e acido (4,0). Aliquotas de 150 g de ABM
seco foram misturadas em 1.000 mL de agua destilada ou acido acético glacial a 2%, produ-
zindo suspensdes neutras (pH 7) ou acidas (pH 4), respectivamente. O processo foi repetido,
e cada suspensao foi mantida em um banho ultrassénico a +37°C por 30 minutos. Apoés a
extracdo, cada solucao foi filtrada (Tabela 1).

Tabela 1 Solugdes finais do extrato de Agaricus blazei

Solugao Tipo de extrato pH Parte da solugdo
1-A Banho de 4gua a 60°C/3 h Neutro (pH 7) Solugdo Total
1-B Banho de agua a 60°C/3 h Neutro (pH 7) Polissacarideos (precipitado)
1-C Banho de 4gua a 60°C/3 h Neutro (pH 7) Sobrenadante
2-A Banho de agua a 60°C/3 h Acido (pH 4) Solucdo Total
2-B Banho de 4gua a 60°C/3 h Acido (pH 4) Polissacarideos (precipitado)
2-C Banho de agua a 60°C/3 h Acido (pH 4) Sobrenadante
3-A Banho ultrassénico / 30 min Neutro (pH 7) Solugdo Total
3-B Banho ultrassénico / 30 min Neutro (pH7) Polissacarideos (precipitado)
3-C Banho ultrassénico / 30 min Neutro (pH 7) Sobrenadante
4-A Banho ultrassénico / 30 min Acido (pH 4) Solucéo Total
4-B Banho ultrassénico / 30 min Acido (pH 4) Polissacarideos (precipitado)
4-C Banho ultrassénico / 30 min Acido (pH 4) Sobrenadante

Em cada amostra, 500 mL de extrato foram adicionados a 2000 mL de etanol para preci-
pitar os polissacarideos. Apos a precipitacao, 50 mL de cada amostra foram homogeneizados
e centrifugados por 10 min a +20°C a 300 g. O sedimento foi separado e dessecado a tempe-
ratura ambiente, pesado e a porcentagem de polissacarideos determinada.

Os sedimentos foram dissolvidos em solucao de acido acético a 2% ou agua destilada até
um volume de 500 mL para criar solucbes de polissacarideos de A. blazei. As solu¢bes foram
concentradas sob pressdo reduzida a 80°C, para remocao da fracdo etandlica. Agua destilada
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ou acido acético a 2% foram adicionados para completar o volume de 500 mL e produzir os
extratos de A. blazei para uso nos experimentos. As solu¢des de extrato total, sobrenadante
e polissacarideos foram criadas para cada pH (4,0 ou 7,0) de extracdo, para obter seis solu-
¢des. Os monossacarideos presentes nas solucdes de polissacarideos foram determinados
por cromatografia gasosa de acetatos de alditol produzidos por hidrélise com acido trifluo-
roacético, reducao com borohidreto de sédio e acetilacao. Assim, o soluto ABM e o conteudo
relativo de glicose e manose foram determinados.

O tamanho das moléculas de polissacarideos foi medido por cromatografia liquida com
exclusao de tamanho ou cromatografia de permeacao em gel, usando a coluna de poliestire-
no padrao GPC-803D 300 x 8 mm, dimetilformamida como fase moével, taxa de fluxo de 1,0
mL/min, detector ultravioleta a 270 nm e volume de disparo de 20 pL.

2.2 Composicao do extrato

Uma amostra com 150 g de cogumelo seco, in natura, foi triturada a uma granulometria
de 40 mesh, para avaliacdo dos niveis de proteina bruta (PB), matéria seca total (MST), fibra
detergente neutra (FDN) e fibra detergente acida (FDA).

Para a determinacdo da granulometria de 40 mesh, 600 g de cogumelo seco, in natu-
ra, moido foram destinados a quatro processos diferentes de extracdo aquosa e posterior
fracionamento em trés solu¢des cada: soluc¢do total, sobrenadante e extratos precipitados.
Uma amostra de cada uma das solucdes B (de polissacarideos) foi investigada quanto a sua
constituicdo em monossacarideos. Apos hidrolise com acido trifluoroacético, reducdo com
borohidreto de sédio e acetilagdao, os acetatos de alditdis formados foram analisados por
Cromatografia Gasosa (GC), determinando os niveis de glicose (GL) e manose (MA) presentes,
bem como o valor relativo entre esses componentes. Essas amostras também foram avalia-
das em Cromatografia Liquida de Exclusao de Tamanho (STC) (Cromatografia de Permeacdo
em Gel). Ela foi usada para avaliar o tamanho das moléculas de polissacarideos presentes
nas amostras de ABM. Essas avaliacbes foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC), com uma coluna GPC-803D 300 x 8 mm e com a fase movel de dimetil-
formamida, taxa de fluxo de 1,0 ml por minuto, detector ultravioleta a 270 nm e volume de
injecdo de 20 pL. Para as avaliacdes de cromatografia de exclusdo de tamanho, o padrao usa-
do para a comparacdo e avaliacao do peso molecular dos polissacarideos foi o poliestireno.

2.3 Desenho experimental

Animais
Todos os procedimentos com animais foram realizados com a aprovacao do Comité de
Cuidados e Uso de Animais da Universidade Federal do Estado de Minas Gerais.

Camundongos suicos (Mus musculus) fémeas ndo isogénicas (n=192) foram usados
nos experimentos, pesando entre 25 e 30 g, com 60 dias de idade. Todos os animais foram
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mantidos em condi¢des padrao (ciclos de 12 horas de luz e escuridao) a +22 + 2 °C, alimen-
tadas com dieta de roedores de laboratorio e agua ad libitum. Os camundongos foram sepa-
rados aleatoriamente em 4 grupos (n=48) para avaliacao dos 4 métodos de extracao. Cada
grupo de extragao consistiu em 2 grupos (n=24), com ou sem tumor, designados Gl e GlI,
respectivamente, separados em 4 grupos de tratamento (n=6) (Tabela 2).

Tumor sdlido de Ehrlich

Para preparar a indu¢dao de um tumor sdélido, as células do tumor de Ehrlich foram man-
tidas na forma ascitica em camundongos albinos suicos e transferidas semanalmente para
animais saudaveis para preservar o tumor de Ehrlich in vivo. No dia 7 pds-inoculagdo, 3 mL
de liquido ascitico foram coletados do camundongo doador em uma seringa descartavel. O
liquido ascitico foi colocado em um microtubo e centrifugado a 300 g por 3 minutos para
separar o sobrenadante. O volume foi aumentado para 3 mL com solucdo salina a 0,9% em
temperatura ambiente e agitado lentamente, e o procedimento foi repetido trés vezes até
que o sobrenadante se tornasse transltcido "2,

Para analise da viabilidade do tumor, 1,98 mL de solucdo salina a 0,9% foi adicionado
a 0,02 mL de suspensao de células do liquido ascitico e homogeneizado. Aliquotas de 0,1
mL dessa mistura foram adicionadas a um volume igual de azul de tripano a 0,1%. Foi rea-
lizada uma contagem de células em quatro quadrantes externos de um hemocitdémetro de
Neubauer. As contagens mostraram que 95,04% das células eram viaveis (translucidas) e
4,69% nado viaveis (coradas com azul), resultando em 5 x 108 células tumorais viaveis por 1,0
mL de suspensao.

Os animais foram inoculados no coxim plantar do membro posterior esquerdo com uma
injecao (50 pL) contendo 2,5 x 106 de células tumorais de Ehrlich retiradas da ascite de ca-
mundongos suicos.

Tratamentos

Durante 21 dias, agua destilada, extrato total, sobrenadante ou solu¢do de polissacari-
deos foram administrados a camundongos diariamente por gavagem, apos 3 horas de jejum
alimentar e hidrico, a 2,5 g/kg de peso corporal (PC).

Tabela 2 Distribuicdo de 192 camundongos em grupos sem (Gl) ou com (Gll) tumor sélido de Ehrlich
(n = 24) e em grupos de tratamento (n = 6), tratados por 21 dias com extratos de Agaricus blazei
produzidos em banho-maria ou banho ultrassénico em pH 4 ou pH 7, para solucao total, solucao
de polissacarideo ou sobrenadante ou agua destilada.

Tratamentos para 4 experimentos: com e sem tumor de Erlich, com 4 tratamentos

Experimento 1: Gl - sem tumor
(A) Agua destilada
(B) Solugdo total com pH 7 extraida por banho de dgua a 60°C

(C) Solugao de polissarcarideos com pH 7 extraida por banho de agua a 60°C
(D) Solucdo sobrenadante com pH 7 extraida por banho de dgua a 60°C

Experimento 1: Gll - com tumor de Ehrlich
(A) Agua destilada
(B) Solugdo total com pH 7 extraida por banho de dgua a 60°C

(C) Solugao de polissarcarideos com pH 7 extraida por banho de dgua a 60°C
(D) Solucdo sobrenadante com pH 7 extraida por banho de dgua a 60°C

Experimento 2: Gl - sem tumor

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.25, 78091P, 2024. @ @


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Junior DV et al., 2024.

(E) Agua destilada

(F) Solugéo total com pH 4 extraida por banho de dgua a 60°C

(C) Solugao de polissarcarideos com pH 4 extraida por banho de agua a 60°C
(H) Solucdo sobrenadante com pH 4 extraida por banho de dgua a 60°C
Experimento 2: Gll - com tumor de Ehrlich

(E) Agua destilada

(F) Solugao total com pH 4 extraida por banho de dgua a 60°C

(G) Solugdo de polissarcarideos com pH 4 extraida por banho de agua a 60°C
(H) Solucdo sobrenadante com pH 4 extraida por banho de dgua a 60°C

Experimento 3: Gl - sem tumor
() Agua destilada
() Solucdo total extraida com pH 7 por banho ultrassénico

(K) Solugao de polissacarideos com pH 7 extraida com banho ultrassénico
(L) Solu¢do sobrenadante com pH 7 extraida com banho ultrassénico
Experimento 3: Gll - com tumor de Ehrlich

(1) Agua destilada

() Solugéo total extraida com pH 7 por banho ultrassénico

(K) Solucao de polissacarideos com pH 7 extraida com banho ultrassénico
(L) Solugdo sobrenadante com pH 7 extraida com banho ultrassénico

Experimento 4: Gl - sem tumor
(M) Agua destilada
(N) Solucéo total extraida com pH 4 por banho ultrassénico

(O) Solugdo de polissacarideos com pH 4 extraida com banho ultrassénico
(P) Solucdo sobrenadante com pH 4 extraida com banho ultrassénico

Experimento 4: Gll - com tumor de Ehrlich
(M) Agua destilada
(N) Solugdo total extraida com pH 4 por banho ultrassénico

(O) Solucdo de polissacarideos com pH 4 extraida com banho ultrassénico
(P) Solucdo sobrenadante com pH 4 extraida com banho ultrassénico

2.4 Pesagem das amostras e histopatologia

Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. O exame de necropsia
foi realizado, e amostras do baco, figado, rins, tumor e linfonodos popliteos dos animais fo-
ram coletadas. O material foi pesado em balanca eletrénica com cinco casas decimais de pre-
cisao, fixado em formol a 10%. Os calculos dos valores relativos dos 6rgaos coletados (peso
do 6rgdo/peso do animal) foram realizados para minimizar os efeitos das diferencas de peso
entre os animais. Do peso total do membro com tumor (posterior esquerdo) foi subtraido
0 peso do membro sem tumor (posterior direito) de cada animal. Os valores obtidos foram
divididos pelo peso do animal, obtendo-se os valores considerados como o peso relativo do
tumor de cada um dos animais do grupo GlI.

ApOs a coleta e a pesagem, o baco, o figado e os linfonodos foram seccionados. As mas-
sas tumorais foram separadas dos membros e seccionadas transversalmente. Todas foram
acomodadas separadamente em cassetes plasticos para inclusdo histopatoldgica e fixadas
em formal neutro tamponado a 10%. Posteriormente, foram desidratadas em solucdes al-
codlicas crescentes, limpas em xilol e incluidas em parafina histoldgica. Os blocos de parafina
foram seccionados em micrémetro, obtendo-se cortes de 4 pm, para posterior desparafini-
zacao em xilol, hidratacdo em concentracdes decrescentes de alcool etilico, coloracao pela
técnica de Hematoxilina e Eosina, nova desidratacdo em concentracdes crescentes de alcoois
e montagem das laminas, sendo avaliados por microscopia 6ptica 34,

2.5 Andlises estatisticas

Foram realizadas andlises estatisticas, avaliando a normalidade das variaveis usando o
método Kolmogorov-Smirnov. As varidveis paramétricas foram submetidas a andlise de va-
riancia pelo método ANOVA e pelo teste de Duncan, com nivel de significancia de p<0,05, o
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que confere robustez as conclusdes do estudo. As ndo paramétricas foram analisadas com
analise de variancia pelo método ANOVA e teste de Kruskal-Wallis '), com excec¢do dos re-
sultados obtidos nas avalia¢Ges descritivas, observados nas leituras das laminas histolégicas.

3. Resultados

3.1 Identificacao do cogumelo

O cogumelo foi identificado como Agaricus blazei Murill. Sua aliquota foi depositada no
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o nUmero BHCB: 97946.

3.2 Composicao dos extratos

ApOs as extracdes, houve uma redugdo para 21,4% e 27,9% dos valores originais de PC,
nas extracdes em banho-maria com pH neutro e acido, respectivamente. Nas extracdes em
banho ultrassénico, a reducao foi de 16,91% e 20,92%, em pH neutro e acido, respectiva-
mente. Os resultados indicam que os extratos podem ter até 78,6 g; 72,1 g; 83,1 g e 79,08
g de CP do ABM para cada 100 mL de extratos em banho-maria neutro e acido e em banho
ultrassénico neutro e acido, respectivamente. Dessa forma, observou-se que a extra¢ao em
banho ultrassénico a pH 7 foi mais eficiente na extracdo do PB, bem como na diminuicao
dos valores de FDN e FDA. Os niveis mais baixos de FDN e ADF indicam a melhor quebra das
barreiras de celulose e hemicelulose do cogumelo. Esse fator é de grande relevancia, pois
os autores indicam que partes dos principios ativos do cogumelo podem ficar presas nessas
barreiras. Dessa forma, o banho ultrassénico € mais eficiente na quebra dessa barreira, e o
pH 7 é mais eficiente do que o pH 4.

A Figura 1 mostra as porcentagens de precipitados obtidos nas diferentes extraces de
ABM. Observa-se que a extracdo em um banho ultrassénico com pH neutro forneceu a maior
quantidade de precipitado (16,42%). Da mesma forma, observa-se que a extracao em banho
ultrassénico com pH 4 (10,61%) foi semelhante a de 60°C com pH 7 (10,83%) e melhor do que
a extragao a 60°C com pH 4 (8,46%).

20~
(1 Banho-mariapH 7
[ Banho-mariapH 4
BB Banho ultrassdnico pH 7
() Banho ultrassénico pH7
104

Figura 1 Valores percentuais do precipitado obtido do cogumelo Agaricus blazei, ap6s extracdes a
60°C por 3 horas em pH 7,0 e pH 4,0, e banho ultrassénico por 30 minutos em pH 7,0 e pH 4,0.
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3.3 Perfil cromatograico de monossacarideos dos extratos ABM

A Figura 2 mostra os cromatogramas obtidos pela avaliacdo de uma amostra de cada
uma das solucdes B (de polissacarideos), quanto a sua constituicdo em monossacarideos,
analisada por cromatografia gasosa (CG). As avalia¢Bes por CG revelaram que os polissaca-
rideos extraidos nao sao constituidos apenas de glucopiranosideos (3-glucano), como espe-
rado, mas também apresentam manopiranosideos (manano) e/ou glucomanopiranosideos
(glucomananos).

v A | i |
%5 1| S | = o |

| CHINES See

v = i Moty

Figura 2 Perfil cromatografico de monossacarideos analisados por cromatografia gasosa (GC),
demonstrando os niveis de glicose (GL - setas amarelas) e manose (MA - setas vermelhas) presentes
nos extratos polissacaridicos (B) da extracdo aquosa do cogumelo Agaricus blazei, apés extra¢des a
60°C por 3h em pH 7,0 e pH 4,0 e extracdes em banho ultrassénico por 30 min em pH 7,0 (C) e pH 4,0 (D).

3.4 Avalia¢des de peso dos 6rgaos internos

As Figuras 3-5 mostram os valores médios e o desvio padrao do peso relativo do baco,
figado e rins dos animais nos quatro blocos experimentais avaliados. Em rela¢ao ao baco, no
primeiro grupo experimental, houve diferenca estatistica no peso do baco entre os animais
do GI-A (inoculado com solucdo salina e tratado com agua) e do GlI-A (com tumor e tratado
com agua), demonstrando que o tumor de Ehrlich leva a um aumento do peso relativo do
baco. O uso do sobrenadante do ABM a 60°C em pH 7 influencia o peso do bac¢o, o que pode
estar relacionado a menor producdo de citocinas no organismo.

No segundo momento experimental, os animais foram tratados com solu¢des e ABM a
60°C em pH 4, e nao foi observada diferenca significativa. Ao utilizar os extratos de ABM em
banho ultrassoénico a pH 4, foi encontrada diferenca estatistica entre os valores do peso re-
lativo do baco dos camundongos do grupo Gl (sadios), exceto os do subgrupo GI-P (sadios e
tratados com sobrenadante de ABM em banho ultrassénico a pH 4), em rela¢ao aos animais
do grupo Gll (com tumor).
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A avaliacao hepatica mostrou que, nos animais tratados com solu¢des de ABM a 60°C
em pH 7, o subgrupo GI-C (sadios e tratados com polissacarideos) apresentou o maior valor,
diferente do subgrupo GlI-A (com tumor e tratados com agua). Os tratamentos com diferen-
tes extratos de ABM a 60°C em pH 4 causaram reduc¢des significativas (p<0,05) de peso nos
animais do subgrupo GI-F (sadios) e GlI-F (portadores de tumor).

Na terceira fase experimental, em que os animais foram tratados com solucdes de ABM
em banho ultrassénico a pH 7, ndo foi observada diferenca estatistica entre os subgrupos
avaliados. No entanto, no tratamento com extracdo em banho ultrassénico a pH 4, foi possivel
verificar uma reducao (p<0,05) nos valores dos subgrupos GII-O (com tumor e tratados com
polissacarideos ABM em banho ultrassénico a pH 4) e animais dos subgrupos GlI-P (inoculados
com tumor e tratados com solu¢do sobrenadante ABM em banho ultrassénico a pH 4).

Quando foram avaliados os valores médios do peso relativo do figado dos animais tra-
tados com extratos de ABM a 60°C em pH 4, observou-se que 0s animais com tumores e
tratados com solucdo total apresentaram valores médios de peso relativo menores.

Nao foram observadas alteracdes nos valores do peso relativo dos rins nos diferentes
subgrupos dos quatro blocos experimentais avaliados. A presenca do tumor ou o uso de di-
ferentes tratamentos com ABM nado alteraram esses valores.
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Figura 3 - Valores médios do peso relativo (peso do 6rgao/peso do animal) do bago (A-D), no 21°
dia do experimento, em camundongos saudaveis (Gl) e com Tumor de Ehrlich sélido (Gll), tratados
com diferentes extratos de Agaricus blazei.

A B (d D
oors

b C36-A Egs b =961 007s aom

[==Icy-} £96- E=26-) %=
X =a-N

=G -C 0050 - WmG-G _=G-K

00501 = 0050 G -0
6 -0 Dgx: 0cGi-L 0050 - G-
E36I-A Sa- [=[cTl} =
co6I-8 C6I-F . R

002 o0z 0025 o6 -J 0028 COGH-N
s el ED6I-K 60

L__lcie -l -P
0000 0000

Figura 4 - Valores médios do peso relativo (peso do 6rgao/peso do animal) do figado (A-D), no 21°
dia do experimento, em camundongos saudaveis (Gl) e com Tumor de Ehrlich sélido (Gll), tratados
com diferentes extratos de Agaricus blazei.
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Figura 5 - Valores médios do peso relativo (peso do 6rgao/peso do animal) dos rins (A-D), no 21°
dia do experimento, em camundongos saudaveis (Gl) e com Tumor de Ehrlich sélido (Gll), tratados
com diferentes extratos de Agaricus blazei.
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3.5 Histologia dos 6rgaos internos

Durante a necropsia dos animais, ndo foram observadas alteracdes macroscépicas dig-
nas de nota em nenhum grupo avaliado (Figuras 6, 7, 8 e 9). No exame microscopico, nao
foram observadas alteracfes dignas de nota nos animais dos grupos Gl (saudaveis).
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Figura 6 - Valores médios do tumor de Ehrlich (peso do membro posterior esquerdo - peso do
membro posterior direito) no 21° dia do experimento, de camundongos com tumor de Ehrlich
sélido (GlI), tratados com agua (A) e extratos de Agaricus blazei a 60°C em pH 7: solucao total (B),
polissacarideos (C) e sobrenadante (D).
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Figura 7 - Valores médios do tumor de Ehrlich (peso do membro posterior esquerdo - peso do
membro posterior direito) no 21° dia do experimento, de camundongos com tumor de Ehrlich
solido (GII), tratados com agua (E) e extratos de Agaricus blazei a 60°C em pH 4: solugao total (F),
polissacarideos (G) e sobrenadante (H).
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Figura 8 - Valores médios do tumor de Ehrlich (peso do membro posterior esquerdo - peso do
membro posterior direito) no 21° dia do experimento, de camundongos com tumor de Ehrlich
s6lido (Gll), tratados com agua (I) e extratos de Agaricus blazei em banho ultrassénico e pH 7:
solucao total (J), polissacarideos (K) e sobrenadante (L).
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Figura 9 - Valores médios do tumor de Ehrlich (peso do membro posterior esquerdo - peso do
membro posterior direito) no 21° dia do experimento, de camundongos com tumor de Ehrlich
sélido (Gll), tratados com agua (M) e extratos de Agaricus blazei em banho ultrass6nico e pH 4:
solucdo total (N), polissacarideos (O) e sobrenadante (P).
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No bago dos animais do subgrupo Gll (portadores do tumor) foi observado aumento do
numero de macrofagos com deslocamento do nucleo para a periferia e presenca de rarefa-
¢do moderada dos foliculos linfoides da polpa branca (Figura 10-A).

A avaliacdo hepatica revelou que, em todos os quatro grupos experimentais, nos ani-
mais do subgrupo GlI (portadores do tumor de Ehrlich independentemente do tratamento
utilizado) (Figura 10-C), foram observadas células com citoplasma granular, caracteristico de
degeneracdo turva dos hepatdcitos, localizada principalmente proxima a capsula dos 6rgaos,
e areas com vacuolos e nucleos deslocados para a periferia, indicativas do inicio de um pro-
cesso de esteatose hepatica. Nenhum animal do grupo Gl (saudavel), apresentou qualquer
alteracao, independentemente do tratamento utilizado.

Nao foram observadas alteracdes macroscopicas ou microscopicas nos rins dos animais
dos quatro blocos experimentais, inoculados ou ndao com o tumor de Ehrlich e tratados com
placebo ou diferentes solu¢des de ABM.

Figura 10. A e B: Secdo do baco de camundongos do grupo inoculado com Tumor de Ehrlich
s6lido e tratado com agua (GI-A) (HE, 10 e 20x, respectivamente), demonstrando a presenca de
rarefacdo moderada dos foliculos linfoides de polpa branca; c - Laminas histolégicas do figado de
camundongos do grupo inoculado com tumor e tratado com agua (Gl-A) (HE, 60x), demonstrando
a presenca de degeneracao turva, linfocitose moderada e vactiolos com deslocamento do nucleo
para a periferia das células.
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3.6 Avaliacdo do peso e da histologia do tumor

Os pesos foram calculados a partir da subtracdo do valor obtido com o peso do mem-
bro posterior esquerdo (inoculado com o tumor de Ehrlich) do valor do peso do membro
posterior direito (sem tumor). Ndo foram observadas diferencas (p<0,05) nos valores do
peso do tumor ou do peso relativo do tumor nos subgrupos avaliados nos quatro blocos
experimentais.

Na avaliacdo macroscépica, os tumores dos animais de todos os subgrupos dos quatro
blocos experimentais avaliados eram semelhantes, com colora¢ao esbranquicada e estavam
infiltrados nos ossos da regido. Embora nao tenham sido realizadas avaliagdes morfomé-
tricas, foram observadas diferencas na morfologia das neoplasias dos animais avaliados
(Figuras 11 e 12).

Podem ser observadas areas de ulceracdao na epiderme da pata dos animais (100% dos
animais) dos grupos inoculados com tumor e tratados com placebo (agua), fato que nao
ocorreu em nenhum dos animais tratados com as diferentes solu¢des de ABM. Nos ani-
mais tratados com a soluc¢do de sobrenadante do ABM (60°C e banho ultrassénico), quando
comparados aos animais tratados com a solucdo de polissacarideos do ABM (60°C e banho
ultrassonico), observa-se menor celularidade tumoral, menor distancia entre a epiderme e
a musculatura, areas livres de células tumorais na epiderme dos coxins, menores areas de
necrose e infiltracao celular, demonstrando menor crescimento tumoral nesses animais. Tais
fatores podem indicar a atividade antineoplasica das solu¢des sobrenadantes do ABM.

Figura 11. Pele: Camundongos inoculados com tumor de Ehrlich. Observa-se as células neoplasicas
pleomorficas infiltrativas em animais tratados com agua (1) e com a solucdo total de ABM a 60°C
em pH 7; coloracao HE e ampliacao de A e B-10x; C e D-20x e E e F-60x.
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Figura 12. Pele: Camundongos inoculados com tumor de Ehrlich e tratados com: (1)- solu¢do de
polissacarideos ABM a 60°C em pH 4; (2)- solugao de sobrenadante ABM a 60°C em pH4; coloragao
HE e A e B - ampliacdo de 10x; Ce D - 20x e E e F - 60x demonstrando maior comprimento entre
a epiderme e a musculatura em A devido a maior quantidade de células tumorais, infiltrado
inflamatério e areas de necrose, em relacdo a B; areas maiores de necrose em C e Eem comparagao
comDeF.

3.7 Avaliacao dos linfonodos popliteos.

Foi observada metdastase nos linfonodos popliteos esquerdos em todos os animais com
neoplasia, independentemente do uso de diferentes extratos de ABM. As células neoplasicas
foram visualizadas em intensidade semelhante em todos os subgrupos, sendo encontradas
principalmente em regides subcapsulares, agrupadas ou na forma de corddes.

4. Discussao

No presente estudo, o potencial anticancerigeno do cogumelo do sol, A. blazei, foi inves-
tigado em um modelo de tumor de Ehrlich em camundongos. O A. blazei é conhecido por sua
atividade anticancer ©® e hepatoprotetora . O tumor de Ehrlich € um modelo animal bem es-
tabelecido para o rapido desenvolvimento do cancer e, tradicionalmente, usado como um mo-
delo de oncologia experimental murino para investigar agentes quimioterapicos. A metastase
€ comum nos linfonodos regionais e as repercussdes sistémicas também sdo bem conhecidas.
Varios extratos naturais foram usados na pesquisa de terapias adjuvantes contra o cancer que
poderiam melhorar o resultado clinico 78, inclusive extratos de cogumelos 7.

O cogumelo A. brasiliensis Murill ou A. blazei Murill, também conhecido como cogumelo
do sol, é uma espécie brasileira que tem sido comercializada em todo o mundo. Diferentes
metodologias tém sido usadas para extrair seus componentes ativos 9. Em nosso estudo,
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apos a confirmacao botanica e a triagem de residuos, foram feitas quatro abordagens consi-
derando a extragao com banho-maria, banho ultrassénico, pH 7 e pH 4, atingindo a tempera-
tura de 60°C. O extrato de ABM em banho ultrassénico e pH 7 proporcionou maiores valores
de PB na solucdo final, bem como menores valores de NDF e ADF em relacdo aos valores
iniciais, indicando maior quebra das barreiras de celulose, em rela¢do as outras extra¢des do
cogumelo ABM. Isso proporciona uma quantidade maior de polissacarideos na solucdo final
e revela altos valores de proteina. Foram registrados valores entre 27,8 e 43,19 g de PC por
100 g de cogumelo. Na amostra in natura, foi observado um teor de 31,31 g% de PB, confir-
mando que a amostra avaliada tem altos niveis dessa substancia 9.

A avaliacdo complementar por cromatografia gasosa identificou a presenca de gluco-
piranosideos (B-glucano), como esperado, mas também a presenca de manopiranosideos
(manano) e/ou glucomanopiranosideos (glucomananos), mostrando também que diferentes
formas de extracdo levam a altera¢des na propor¢do manose:glicose. Esses resultados sao
de grande importancia, pois a maioria dos autores menciona apenas a existéncia de glicose
em extratos aquosos de ABM. Foram relatados diferentes valores de B-glucana em diferentes
aliquotas de cogumelo e advertiu-se que diferencas nos métodos de cultivo podem alterar
as quantidades dessa substancia no ABM @', Tais observacdes indicam que as variadas for-
mas de extracao, além de interferirem na quantidade de polissacarideos, também levam a
extracao de diferentes quantidades de cada tipo de elemento. A comprovacao da existéncia
de glicose e manose, e o fato de que os niveis desses polissacarideos mudam com diferentes
extracdes, € importante para estudos sobre tratamentos com solu¢cdo de ABM, uma vez que
0 B-glucano encontrado nesse cogumelo é um polissacarideo com atividade comprovada
na modulagao do sistema imunoldgico @Y. Assim, diferentes extratos de ABM podem levar a
diferentes resultados com relagao a ativacdo do sistema imunolégico e sua influéncia sobre
os tratamentos avaliados. Também é importante o fato de que a maioria dos autores atribui
a atividade do ABM aos polissacarideos, mas a contribuicdo de outros componentes, como
proteinas, triterpenos, esteroides, nucleosideos e fendis, ndo pode ser descartada #2.

Todos os animais que receberam células tumorais desenvolveram lesdes, porém o uso
do A. blazei nao foi capaz de interromper o processo de metastase da neoplasia nos lin-
fonodos popliteos, independentemente dos diferentes tratamentos, conforme descrito por
Verc¢osa Junior et al. @3, que utilizaram extrato total de ABM por 17 e 57 dias em camundon-
gos com tumor de Ehrlich por 17 dias. As células neoplasicas foram visualizadas em inten-
sidade semelhante em todos os subgrupos, sendo encontradas principalmente em regides
subcapsulares, agrupadas ou em forma de corddes. Esse achado revela que os extratos nao
tiveram acao anticancerigena significativa, contradizendo pesquisas anteriores ©. Os autores
sugerem que a extracao em altas temperaturas, como 60°C, poderia possivelmente induzir
a degradacao do(s) principio(s) ativo(s) do cogumelo @4, Foi relatado um aumento no peso
relativo do bago e alteracdes no eritrograma e no leucograma de camundongos inoculados
com tumor de Ehrlich tratados com filtrado e suspensdo total de ABM (10 mg/mL) ®°). Esses
resultados diferem dos observados no extrato de ABM a 60°C em pH 7, no qual o tratamen-
to com a solugdo total de ABM foi semelhante ao tratamento com placebo. Com relacdo ao
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dano ao baco, os valores médios mais baixos do peso relativo do bago foram observados nos
dois subgrupos que receberam o sobrenadante do ABM a 60°C com pH 7 e a 60°C com pH 4.

O aumento do peso relativo do baco observado nos diferentes grupos estudados pode
estar correlacionado com a maior agao de hemocaterese ou de maturac¢ao de células sangui-
neas desse 6rgao em camundongos e se assemelham aos resultados descritos por Korekane
et al. ®®, que relataram maior peso relativo do baco em animais inoculados com tumor.
Segundo os autores, a liberacao de citocinas pode levar a um aumento do volume e do peso
esplénico. A avaliagcao dos rins ndo revelou achados importantes, sugerindo que o figado e o
baco sdao melhores amostras para analise histoldgica.

Foram observados danos no figado, indicando degeneracdo e possivel esteatose, em to-
dos os grupos com cancer. Nao foi possivel verificar atividades hepatoprotetoras em animais
tratados com extratos de ABM nesse experimento, uma vez que foram observadas lesdes
nas células do figado em animais inoculados com o tumor, independentemente do uso ou
nao de tratamentos com o cogumelo. Da mesma forma, ndo se pode estabelecer atividades
hepatotoxicas para os extratos utilizados neste experimento, como sugerido por Mukai et al.
@7, que relataram disfuncao hepatica e aumento de lesdes morfoldgicas em pacientes com
cancer que passaram a utilizar extratos comerciais de ABM. Tais fatos podem ser correlacio-
nados com as caracteristicas agudas e agressivas do tumor de Ehrlich, tanto em termos de
crescimento local quanto de atividade hepatotdxica. Alguns autores 9 também descreveram
alteracdes nas células hepaticas com comprometimento das fun¢des em camundongos com
tumor de Ehrlich ascitico, causadas por citocinas (IL-1 e TNFa) e outros pesquisadores ?® rela-
taram degeneracao turva dos hepatocitos em camundongos com tumores na forma sélida e
ascitica. Contudo, foi relatada atividade hepatoprotetora em pacientes com hepatite crénica
e inibicdo da formacao de fibras de colageno em hepatocarcinoma humano com o uso de
extratos de ABM 930),

Barbisan et al. analisaram a influéncia modificadora da administracdo prévia de um ex-
trato aquoso do cogumelo A. blazei sobre a necrose, a proliferacdo e o desenvolvimento de
hepatdcitos positivos para glutationa S-transferase, forma placentaria (GST-P), induzidos por
diferentes doses de dietilnitrosamina em ratos Wistar, sugerindo que o tratamento com ex-
trato aquoso de A. blazei Murrill exerce um efeito hepatoprotetor sobre a toxicidade hepatica
e o inicio da hepatocarcinogénese em um ambiente de toxicidade moderada ©". O cogume-
lo A. blazei Murrill exerce um efeito hepatoprotetor sobre a toxicidade hepatica e sobre o
inicio da hepatocarcinogénese em um ambiente de toxicidade moderada ©". Pinheiro et al.
demonstraram uma influéncia benéfica de uma dieta de cogumelos A. blazei Murrill em pé a
10% sobre a carcinogénese hepatica, iniciada quimicamente em ratos. A influéncia benéfica
dessa dieta foi dependente da cepa e do periodo de colheita dos fungos (basidiocarpo aberto
ou fechado) e também foi caracterizada pela reducao da proliferacdo celular e pelo desen-
volvimento de focos pré-neoplasicos putativos de hepatdcitos alterados 2. Na maioria dos
casos, o envolvimento hepatico é secundario. O edema turvo é uma forma que os hepatdci-
tos podem assumir antes da necrose. O citoplasma torna-se irregularmente compacto com
grandes espacos claros (aparéncia granulosa) e basofilico 3.
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Os autores dividem as degenerac¢des pela natureza quimica das solu¢des que se acu-
mulam nas células lesadas (acimulo de agua, proteinas, lipidios e glicidios). O edema turvo
(devido ao acumulo de agua) pode ser causado por hipoxia, infec¢des virais ou bacterianas
agudas, hipertermia e intoxicacdo exdgena, além de altera¢des circulatorias. Varias agres-
sdes ocorrem, agindo direta ou indiretamente sobre a membrana citoplasmatica, alterando
a troca de ions e a dgua que se acumula no interior das células. Essas degeneracdes podem
causar aumento do volume e do peso do érgdo, mas, na maioria das vezes, ndo comprome-
tem as funcdes basicas de suas células ¢4, Essas observa¢des podem estar relacionadas ao
metabolismo das citocinas presentes na circulacao na presenca do tumor de Ehrlich.

5. Conclusao

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o extrato de ABM a 60°C em pH 7 produ-
zido por meio de banho ultrassénico tem o maior potencial terapéutico que deve ser mais
explorado. Entretanto, ndo foi observada nenhuma atividade significativa de hepatoprotecao
ou anticancer. Estudos adicionais devem avaliar a relevancia da temperatura de extra¢do na
estabilizacdo dos componentes ativos do extrato de A. blazei.

6. Consideracdes finais

Substancias com provavel atividade antineoplasica sdo encontradas nas barreiras de he-
micelulose do cogumelo. As extracdes aquosas ainda ndo sao capazes de promover o rom-
pimento completo dessa barreira e, consequentemente, ndo disponibilizam tais substancias
para atividade direta (in vitro) ou para absorcdo pelo sistema digestivo (in vivo). O uso de
temperaturas superiores a 100°C, ou a insercao de acidos durante o processo de extracao,
proporciona maiores concentra¢des de ingredientes ativos. Esse fato pode estar relacionado
ao rompimento da barreira de hemicelulose do cogumelo.

A determinacdo da fibra detergente acida (FDA) avalia os valores de celulose e lignina
da amostra, sendo utilizada em avaliacGes de racao animal, e a avaliacao da fibra detergente
neutra (FDN) determina os niveis de celulose, hemicelulose e lignina no material analisado.
Os teores mais baixos de NDF e FDA indicam uma melhor quebra das barreiras de celulose
e hemicelulose. Dessa forma, essas avaliacdes centesimais realizadas antes das extragdes e
no material restante pds-extracao podem ser de grande valia para avaliar a quebra das bar-
reiras presentes nesse cogumelo.
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