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Resumo

O interesse nas propriedades medicinais de produtos naturais tem aumentado devido ao seu uso
popular na medicina tradicional. A medicina alternativa é frequentemente usada para prevenir
ou tratar varias doencas, incluindo o cancer. Entre as terapias alternativas, o uso do cha de
cogumelos é uma das praticas mais populares. Dentre as propriedades farmacoldgicas
atribuidas a esses agentes pode-se citar seus efeitos citotoxicos, anti-carcinogénicos,
antimutagénicos e antigenotoxicos. Estes compostos podem gerar uma grande quantidade de
agentes terapéuticos comerciais contra o cancer em um futuro préximo. Os objetivos do
presente estudo foi avaliar os efeitos antimutagénicos de diferentes concentragdes (500 mg/Kg,
1000 mg/Kg e 1500 mg/Kg) do extrato de A. blazei. Pudemos observar uma aumento dose-
dependente dos microndcleos frente ao extrato testado. Neste sentido, podemos concluir que
estes compostos podem gerar uma variedade de agentes terapéuticos comerciais contra o cancer
em um futuro préximo.
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Abstract

Interest in the medicinal properties of natural products has increased because of its popular use
in traditional medicine. Alternative medicine is often used to campaign for diseases, including
cancer. Among the alternative therapies, the use of mushroom tea is one of the most popular
practices. Among the pharmaceutical entities attributed these agents can be cited with their
cytotoxic, anti-carcinogenic, antimutagenic and antigenotoxic antibodies. These compounds
can generate a large amount of therapeutic agents to fight cancer in the near future. The
objectives of the present study were to evaluate the antimicrobial effects of different species
(500 mg / kg, 1,000 mg / kg and 1,500 mg / kg) of A. blazei extract. Increased micronucleus-
dependent dose against the test extract. This idea, we can conclude that these components are
generating a special delivery of an aircraft in the future.

Keywords: Mushroom of the sun; micronuclei; lymphocytes; antimutagenic.

Introducéo

O interesse nas propriedades medicinais de produtos naturais tem aumentado devido ao
seu uso popular na medicina tradicional.
A medicina alternativa € frequentemente usada para prevenir ou tratar varias doencas,

incluindo o cancer. De acordo com Ernest e Cassileth (1999) as terapias alternativas séo
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imensamente populares e sua prevaléncia na populagdo em geral é de 40% nos Estados Unidos,
50% na Australia e 65 % na Alemanha. Entre as terapias alternativas, o uso do cha de cogumelos
€ uma das praticas mais populares.

A descoberta de compostos bioativos em cogumelos, incluindo substancias antitumorais,
tem sido alvo de crescente interesse nestes cogumelos pela inddstria, pela midia e pela
comunidade cientifica (MIZUNO, 2002).

Os produtos naturais tém sido tradicionalmente aceitos como medicamentos devido a
crenca popular de que eles apresentam menos efeitos adversos. Assim, o entendimento do
potencial benéfico dos produtos naturais e de seus efeitos adversos € importante para a
implementacdo de medidas de seguranca em salde publica. Devido ao grande consumo de
cogumelos pela medicina popular, em especial o cogumelo do sol, € fundamental que se
conhecam as substancias que os compde e 0s mecanismos de acao destas substancias.

O fungo basidiomiceto Agaricus blazei também conhecido como cogumelo do sol, é
originario das regides subtropicais do Brasil, sendo frequentemente consumido como alimento
ou na forma de cha em diferentes partes do mundo devido as suas propriedades medicinais,
como por exemplo, a) afrodisiaco, b) agente antiestresse, ¢) no combate ao diabetes, d) no
tratamento de disturbios gastricos, €) no tratamento da osteoporose e f) na profilaxia e
tratamento de cancer, este Ultimo devido a possiveis efeitos anticarcinogénicos e
antimutagénicos (WASSER e WEIS, 1999).

O fungo A. blazei é constituido por 85-97% de agua. Quando desidratado, ele é rico em
proteinas (40-45%) e carboidratos (3-4%). Também contém fibras dietéticas (6-8%), lipidios
(3-4%) e vitaminas, principalmente B1, B2 e niacina (OSAKI et al., 1994; MIZUNO, 1995).

Devido as propriedades curativas popularmente conhecidas do cogumelo do sol e de seu
elevado uso como medicamento, este cogumelo medicinal esta sendo agora produzido em
escala industrial em alguns paises como China, Japdo e Brasil. Assim, surge a necessidade de
reunir os conhecimentos produzidos de forma cientifica sobre suas propriedades curativas e
toxicas (BOBEK et al. 1991 a, b; GUNDE-CIMERMAN et al., 1993, 1995; SHE et al., 1998).

Os estudos acerca das propriedades antitumorais do cogumelo do sol existentes até o
momento permitem inferir que este possui em sua composic¢ao agentes potencialmente capazes
de impedir o desenvolvimento de cancer, e em alguns casos podem agir diretamente sobre 0s
tumores, impedindo seu crescimento, enquanto estudos toxicoldgicos mostram baixa toxicidade
deste fungo. Dentre as propriedades farmacologicas atribuidas a esses agentes pode-se citar

seus efeitos citotdxicos, anti-carcinogénicos, antimutagénicos e antigenotoxicos. Estes
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compostos podem gerar uma grande quantidade de agentes terapéuticos comerciais contra o

cancer em um futuro préximo.

1 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos antimutagénicos de diferentes
concentragdes (500 mg/Kg, 1000 mg/Kg e 1500 mg/Kg) do extrato de A. blazei.

2 Material e Métodos

2.1 Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos BALB/c, com idade
aproximada de 8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram
divididos em grupos (n=6 animais/grupo), e cada grupo foi submetido ao tratamento de acordo
com o protocolo de experimentos a saber:

a) o grupo tratado (i.p.) com 200 mg/Kg de ciclofosfamida (controle positivo);

b) o grupo tratado com diferentes doses (500, 1000 e 1500 mg/Kg mg/Kg) Agaricus
blazei por 10 dias consecutivos e 200 mg/Kg de ciclofosfamida;

) o grupo tratado com 0,9% de NaCl (controle negativo).

A administracdo do A. blazei serd realizada por via oral em doses padronizadas,
utilizando-se solucdo salina 0,9% como veiculo de administracdo. Aos animais controle ndo
sera administrado A. blazei. Os animais serdo tratados intraperitonealmente com ciclofosfamida
2 horas antes do inicio do tratamento. As doses utilizadas de A. blazei serdo 500, 1000 e 1500

mg/Kg.

2.2 Tratamento

O extrato seco de Agaricus blazei (ABM) sera gentilmente cedido pela Galena Quimica
e Farmacéutica Ltda (Sdo Paulo-Brasil).

Para o tratamento dos animais, 0 extrato sera ressuspenso em agua estéril nas
concentracdes desejadas a temperatura ambiente e 0,2 mL sera administrado aos camundongos,

correspondendo as doses de 500, 1000 e 1500 mg/Kg, por via oral, durante 7 dias consecutivos.

2.3 Presenca e Microncleos de Eritrocitos da Medula Ossea de Camundongos BALB/C

O ensaio do micronucleo das células da medula 6ssea de camundongos Balb/c foi

realizado de acordo com o protocolo descrito por Mac Gregor et al. (1987). O nimero de células
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micronucleadas foram contadas em 1000 eritrocitos policromaticos por animal. As laminas
foram analisadas usando microscopio éptico de imersdo 100 vezes. A porcentagem de reducao
na frequéncia de micronucleo (Mni), foi calculada de acordo com Manoharan e Banerjee (1985)

e Waters et al. (1990), conforme equacao 1:

frequéncia de Mni em A - frequéncia de Mni em B x 100 (1)

Reducao (%) =

frequéncia de Mni em A - frequéncia de Mni em C
onde A é o grupo tratado (i.p.) com 200 mg/Kg de ciclofosfamida (controle positivo); B é o
grupo tratado com diferentes doses (500, 1000 e 1500 mg/Kg mg/Kg) Agaricus blazei por 10
dias consecutivos e 200 mg/Kg de ciclofosfamida; e C € o grupo tratado com 0,9% de NaCl

(controle negativo)

3 Resultados e Discussdo

A tabela 1 mostra a frequéncia de micronucleos em eritrécitos (MNPCES) policromaticos
de camundongos tratados com diferentes doses de A. blazei (500, 1000 e 1500 mg/Kg) por 10
dias, e/ou com 200 mg/kg de ciclofosfamida (CP) durante 2 dias consecutivos.

CP sozinha induziu um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de
microndcleos (P<0,001 — ANOVA, teste de Chi-quadrado), comparado ao grupo controle
negativo (0,9% NaCl). Quando os animais inoculados com CP foram tratados com 500, 1000 e
1500 mg/kg de extrato de A. blazei, observou-se reducdes significativas de 13,82; 82,44% e
92,02%, respectivamente na frequéncia de micronucleos de eritrécitos (P<0,001). Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa entre a frequéncia de micronlcleos de eritrocitos da
medula 0ssea de animais apenas tratados com as diferentes doses do extrato e de animais
controles (0,9% de NaCl).

Tabela 1- Efeitos do extrato de Agaricus Blazei sobre a frequéncia de micronucleos de
eritrocitos (MNPCEs) da medula 6ssea de camundongos BALB/c e induzidos por
ciclofosfamida (CP).

N° de cels. MNPCEs <
Tratamento analisadas NP % Reducéo (%)
Controle negativo 10.000 20 0,20
(0,9%NacCl)
Controle positivo 10.000 208 2,08
(200 mg/Kg CP)
Agaricus blazei
500 mg/kg + CP 10.000 182 1,82* 13,82
1000 mg/kg + CP 10.000 53 0,53* 82,44
1500 mg/kg + CP 10.000 35 0,35* 92,02
Agaricus blazei (Continua)
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500 mg/kg 10.000 26 0,26
1000 mg/kg 10.000 29 0,29
1500 mg/kg 10.000 22 0,22

Fonte: Elaborada pelos autores.
*P<0,001 teste Chi-quadrado.

Kanemo et al (2004) verificaram a atividade antitumoral do cogumelo do sol sobre o
tumor de Ehrlich em camundongos (por gavagem) utilizando extratos metabdlicos,
cloroférmicos e hexanicos. Neste estudo os autores verificaram que apenas 0s extratos,
cloroférmico e hexanicos, exibiram atividade farmacologica, mesmo assim, somente quando o
tratamento foi realizado por periodos maiores que 10 dias, sendo que nos animais tratados com
0 extrato hexanico houve aumento da proliferacdo de linfocitos no bago. Estes dois extratos
também foram capazes de estimular a producdo de anticorpos ao tumor apds 30 dias de
tratamento. A analise dos extratos usando GC-MS e ressonancia magnética nuclear revelou que
0 extrato hexanico esta constituido principalmente por &cidos graxos e acucares, enguanto o
extrato metanolico (de menor atividade) esteve constituido por acglcares e aminoacidos. Ja
qguando o modelo experimental foi o efeito mutagénico do benzopireno utilizando o teste de
AMES (teste de mutagenicidade), os extratos hexanico, cloroférmicos e metandlico de A. blazei
demonstraram efeito antimutagénicos (OSAKI et al., 1994; KIM et al., 1996).

Barbisan et al. (2002) ao verificar os efeitos hepatoprotetores dos extratos aquosos de
varias linhagens de cogumelo do sol na toxicidade hepatica e na iniciacdo de
hepatocacinogénese induzidas por dose moderadamente tdxica de dietilnitrosamina (DEN)
verificaram que os extratos aquosos de A. blazei da linhagem AB 99/26 exerceram os efeitos
hepatoprotetor na toxicidade hepética e na iniciacdo de hepatocarcinogénese induzidas por
DEN mais pronunciados. Neste trabalho também foram verificadas respostas variaveis para
estes mesmos parametros relativos as diversas espécies utilizadas neste estudo, as quais foram
atribuidas a variacdo da composicdo bioguimica entre as linhagens. Estes autores ainda
relataram que outros motivos provaveis para auséncia de atividade antimutagénica em alguns
estudos pode ser a auséncia de compostos ativos com capacidade antimutagénica em alguns
extratos, ou uso de concentracgdes insuficientes nos mesmos (WANG et al., 1996; LEUNG et
al., 1997).

Também utilizando extratos aquosos de uma mistura de linhagens de cogumelos A.
Blazei foi demonstrado que os mesmos possuem efeito protetor in vivo contra clastogenia
induzida por ciclofosfamida em camundongos. Os animais pré-tratados com trés diferentes

extratos preparados a 4°C, 2°C e 60°C tiveram diminuicdo significante na frequéncia de
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micronlcleos em eritrdcitos policromaticos e reticulocitos (DELMANTO et al., 2001;
MENOLI et al., 2001).

Delmanto et al. (2001) relataram propriedades antimutagénicas do cogumelo do sol em
relacdo a acao indireta da ciclofosfamida in vivo. A ciclofosfamida é um agente alquilante como
0 metilmetanosulfonato (MMS). Este fato pode sugerir que os extratos de cogumelo do sol séo
eficientes protetores contra agentes alquilantes, mas ndo permite generalizagdo sobre os
mecanismos de acdo do mesmo, pois outros agentes causadores de danos ao DNA precisam ser
testados. Estes resultados permitem sugerir que o agaricus pode ser antimutagénico in vivo e in
vitro.

Nosso trabalho corrabora com os dados da literatura sobre o potencial terapéutico que o

cogumelo do sol apresenta em relacdo a antimutagenidade.

4 Conclusbes

Os estudos acerca das propriedades antitumorais do cogumelo do sol existentes até o
momento permitem inferir que possui em sua composi¢cdo agentes potencialmente capazes de
impedir o desenvolvimento de cancer, e em alguns casos podem agir diretamente sobre 0s
tumores, impedindo seu crescimento, enquanto estudos toxicoldgicos mostram baixa toxicidade
deste fungo.

Dentre as propriedades farmacoldgicas atribuidas a esses agentes pode-se citar seus
efeitos citotoxicos, anti-carcinogénicos, antimutagénicos e antigenotdxicos. Estes compostos
podem gerar uma variedade de agentes terapéuticos comerciais contra o cancer em um futuro
préximo, entretanto persiste a necessidade de realizacdo de novos estudos que elucidem a exata
composic¢do do cogumelo do sol e 0 exato mecanismo de acdo farmacoldgica antitumoral de

Seus componentes.
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