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I-Revisdo Bibliogr afica

Introducéo

Atualmente, o cancer (neoplasia maligna) se congtitui na segunda causa de morte por
doenca no Brasil e olngtituto Nacional do Cancer, 6rgdo do Ministério da Salde, estima
gue, no ano de 2003, haverdo 402.190 casos novos e 126.960 6bitos pelas diferentes formas
da doenca, valores bem superiores aos estimados para 0 ano anterior. Para 0 Sexo
masculino, sdo esperados 186.155 casos novos e 68.350 6bitos, enquanto, para 0 sexo
feminino sdo estimados 216.035 casos e 58.610 6bitos (INCA, 2003).

As neoplasias malignas sdo classificadas de acordo com a origem embrionéria dos
tecidos dos quais sdo derivados. Mais de 80% sdo carcinomas, neoplasias que se originam
de células epiteliais, como a pele ou o revestimento epitelial de 6rgdos e glandulas internas.
Assim, as neoplasias malignas mais comuns na populacdo como as de colon, bexiga,
préstata e pulmao sdo carcinomas. Os sarcomas sdo derivados do tecido mesenquimatoso,
como 0ssos, gordura e cartilagem. Os linfomas sd0 neoplasias de natureza linféide,
enquanto leucemias sdo neoplasias malignas de células hematopoéticas de origem medular
gue se mantém em suspensao (Weinberg, 1996; Goldsby, 2000; Cotran, 2000). A neoplasia
caracteriza-se pelo crescimento desordenado de células, acompanhado de infiltracdo
progressiva, invasdo e destruicao do tecido circunjacente, que pode resultar em metéstases
para outras regides do corpo (Cotran, 2000). Em alguns casos, clones de células cancerosas
podem deslocar-se, invadindo 0s vasos sanguineos ou linféticos, através dos quais sdo
transportados para Orgdos distantes, onde podem iniciar novo foco proliferativo
denominado metastase (Cotran, 2000; Goldsby, 2000). Cerca de 30% dos pacientes com

diagnéstico de tumores solidos (excluindo-se os canceres de pele ndo melanoma)



desenvolvem metastases, fato que reduz acentuadamente a possibilidade de cura desses
pacientes (Cotran, 2000).

A causa basica do desenvolvimento neoplésico esta relacionada ao funcionamento
inadequado de genes reguladores da proliferacdo das células transformadas. Em condic¢es
normais o crescimento celular é controlado por duas classes de genes, uma que codifica
proteinas indutoras da transmisséo de sinais positivos para a proliferacéo (proto-oncogenes),
e outra que participa do controle negativo da proliferacdo (genes supressores). Apos
alteracbes mutacionals, 0s proto-oncogenes se tornam ativados atuando como oncogenes,
proporcionando estimulos para o crescimento celular desordenado ao passo que a inativagdo
dos genes supressores desempenha papel chave na progressdo da maioria dos canceres
humanos (Cotran, 2000).

Além dos fatores genéticos, o desenvolvimento do cancer é fortemente dependente da
influéncia do ambiente. A maioria dos canceres humanos, cerca de 80% a 90%, esta
relacionada a carcinégenos encontrados no ambiente, incluindo o ambiente ocupacional
(e.g. industrias quimicas e &afins) e hahitos associados a0 meio socio-cultural (e.g. estresse,
alimentacdo, tabagismo, exposicdo a luz solar) (INCA, 2003). Estudos experimentais tém
demonstrado que fatores de natureza variada como agentes fisicos (e.g. raio ultravioleta,
radiacdo ionizante), quimicos (e.g. presentes no cigarro) e biolégicos (e.g. virus do
papiloma, virus Epstein-Barr) sdo capazes de induzir agressdo ap genoma e levar ao
desenvolvimento neoplésico, fendmeno congtituido de mudltiplas etapas (Cotran, 2000,
Harris, 1991, Loeb & Loeb, 2000). As células transformadas podem passar a expressar
antigenos reconheciveis pelo sistema imune, desencadeando uma resposta imune especifica

na tentativa de conter o crescimento tumoral.



Participacéao de citocinas na resposta antitumoral

A relacdo entre 0 hospedeiro e o crescimento neoplasico vem sendo objeto de
estudo desde o final do século XIX e pelo menos em alguns casos, a capacidade de
desenvolvimento de uma resposta imune eficiente pode ser fundamental na resisténcia ao
crescimento tumoral. Os linfécitos sdo o principal componente do infiltrado de células
mononucleares em tumores sdlidos, embora em muitas neoplasias humanas os linfocitos
infiltrantes tumorais (TIL) sgiam representados por uma mistura heterogénea de linfécitos
T, células “natura killer” (NK), linfocitos B e macrofagos (Schreiber & Rowley, 1999;
Blanch et a., 1990). Neste sentido, vérios autores tém demonstrado que TILs isolados de
tumores humanos exercem atividade antitumoral in vivo ou in vitro contra diferentes
linhagens de células tumorais (Wang et a., 1997; Nash et a., 1998; Ito et a., 1999).
Assim, a experimentagcdo animal e investigacoes clinicas tém demonstrado que os linfocitos
T, que controlam o desenvolvimento da resposta imunoldgica especifica, sdo essenciais na
rejeicdo tumoral (Schreiber, 1997; Schreiber & Rowley, 1999). Os linfécitos T CD8"
podem ser efetivos na resposta antitumoral, pois reconhecem peptideos de antigenos
tumorais apresentados em associagdo com a molécula de classe | do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) da célula transformada. C&ulas CD8" com agdo citolitica
(CTL), sdo capazes de eiminar células infectadas por virus e células neoplasicas por meio
da secrecdo de granulos citotoxicos e/ou inducdo de apoptose da célula alvo (Abass, 2000;
Stittes, 2000). Essas células, quando ativadas, sdo capazes de secretar citocinas como |L-4,
IL-6, IFN-g, TNF-b e em menor quantidade, IL-2 (Abbas, 2000; Schreiber, 1999), direta ou

indiretamente ligadas a resposta antitumoral.



As células T CD4", que atuam preferencialmente como células T auxiliares (Th)
apesar de ndo promoverem lise direta de céulas tumorais, estimulam outras células do
sistema imunol 6gico através da secrecdo de citocinas (Abbas, 2000; Ossendorp et al., 2000)
que regulam a intensidade e duragdo da resposta imunoldgica, estimulando ou inibindo a
ativacdo, proliferacdo e/ou diferenciacdo de varias células e regulando a secrecdo de
anticorpos ou de outras citocinas (Abbas, 2000; Goldsby, 2000). De acordo com o padréo
de secrecdo de citocinas, as células Th sdo caracterizadas como Thl ou Th2, cujo equilibrio
€ fundamental para o estabelecimento de uma resposta imune eficiente (Abbas, 2000;
Mossman & Sad, 1996; Ossendorp et a., 2000). Dependendo das citocinas produzidas
durante a interacdo tumor:hospedeiro pode ocorrer a inibicdo ou o favorecimento do
crescimento tumoral (Seung et al., 1999; Schreiber & Rowley, 1999).

Alteracdes nos niveis de citocinas tém sido relatadas em estudos experimentais e
clinicos tanto in vivo como in vitro (Romagnoni, 1996; Mocellin et a., 2001). Neste
sentido, Coley em 1894, ja havia observado que alguns pacientes com cancer que contraiam
infeccdes bacterianas severas, apresentavam remissdo do tumor. Este efeito foi
posteriormente atribuido a acdo de endotoxinas sobre a producdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) pelos macréfagos, ocasionando lesdo do tecido tumoral (Parmiani et
al., 1999). Assm, o TNFa, citocina produzida principamente por macrofagos, é
conhecido como um mediador capaz de eliminar células tumorais (Liles & Van Voorhis,
1995; Tracey, 1994). Esta citocina é considerada um mediador chave na inflamacdo, na
resposta do hospedeiro a injurias, invasdo por microrganismos e parasitas ou nas
neoplasias. Desse modo o TNFa ativa macrofagos e em casos de neoplasias, pode

apresentar citotoxidade para células tumorais (Tracey, 1994). Por outro lado, observa-se



gue embora 0 TNF-a iniba a angiogénese em altas concentragdes, esta citocina estimula o
crescimento tumoral quando presente em baixas concentragoes (Beissert et al., 1989; Seung
et a., 1999; Schreider & Rowley, 1999).

Outra citocina que exerce efeitos antitumorais, através de mecanismos diretos ou
indiretos, € o interferon gama (IFN-g), produzido principamente pelas células NK e
linfécitos Thl em resposta a um estimulo imunoldgico (Abbas, 2000). As suas principais
propriedades biologicas sdo indugdo da producdo de reativos intermediarios do oxigénio e
nitrogénio e potente estimulacéo de macréfagos com aumento de sua atividade microbicida
(Stites, 2000; Whintrout & Varesio, 1991). Esta citocina também estimula a transcri¢do de
genes de IL-1 e TNF-a e moléculas do MHC de classes | e Il, o que amplifica a fase de
reconhecimento do antigeno na resposta imune (Goldsby, 2000).

O IFN-g também ativa os linfécitos T promovendo sua diferenciacdo para Thl e
inibindo o perfil Th2. Além disso, esta citocina aumenta a citotoxidade das células NK,
ativa as células endoteliais para adesdo de linfdcitos T, aém de potencializar o efeito do
TNFa sobre as mesmas (Stites, 2000; Abbas, 2000). O IFN-g ainda apresenta atividade
antiproliferativa direta e propriedades anti-angiogénicas. Entre os tumores humanos, tem
sido demonstrada a expressdo de altos niveis de IFN-gem regressdes espontaneas primérias
de carcinomas de célula basal (Wong et a., 2000) e melanoma (Lowes et a., 1997). In
vitro, a citotoxidade dos TILs isolados de melanoma (Hom et al., 2000), ou dos canceres de
ovério e bexiga (Goedegebuure et a., 1997) esta associada a citocinas do perfil Thl e atos
niveis de expressao de IFN-g Ap6s administracdo intravenosa da combinagdo de IL-2 e IL-
12 em pacientes com carcinoma de céulas renais metastdticas ou com melanoma,

observouse que a resposta imunoldgica estd associada com elevados niveis de IFN-g



(Gollob et a., 2000). No modelo murino ce carcinoma de células escamosas oral, Thomas
et a., 2000 observaram que a regressdo tumoral induzida por IL-2 € dependente de IFN- g,
pois 0 mesmo ndo ocorre em animais “knock out” de genes que codificam IFN-g Por outro
lado, Poehlein et al., (2001) observaram que a regressdo de metastases pulmonares em tais
camundongos, tratados com imunoterapia adotiva € mediada por células T e independente
delFN-g

A interleucina-10 (IL-10), é uma potente citocina imunossupressora, produzida por
linfécitos T, macrofagos, queratinécitos e linfocitos B, e apresenta como principais
atividades biolégicas a supressdo da atividade de macrofagos (por exemplo, apresentacéo
de antigenos e atividade microbicida), a inibicio da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a inducdo de proliferacdo de linfécitos B e secregdo de imunoglobulinas
(Liles & Van Voorhis, 1995; Abbas, 2000). Alguns autores tém demonstrado que a citocina
IL-10 é produzida por uma variedade de tumores solidos, favorecendo o desenvolvimento
tumoral (Tetsuhiro et a., 1999). A expresséo de mRNA da IL-10 tem sido encontrada
numa variedade de tumores humanos, incluindo o de ovario (Pisa et a., 1992), bexiga
(Venetsanakos et a., 1995), células renais (Nakagomi et a., 1995) e melanomas (Kruger-
Krasagakes et al., 1994), especiamente de lesbes metastaticas (Sato, 1996). Apesar desta
citocina ter sido associada com a inibi¢céo do crescimento de melanoma murino (Walos et
al., 1999), a proliferacdo de varias linhagens de células de melanoma humano foi
aumentada por I1L-10 exdgena, sugerindo que esta citocina age como um mecanismo de

escape tumoral (Wojtowicz-Praga et a., 1997; Sato, 1996, Yue et al., 1997). Por outro
lado, na presenca de IL-2, a proliferacdo de células T CD8" ativadas pode ser promovida

pela IL-10 (Groux et al., 1998) e a atividade de células NK pode ser aumentada pela



combinacdo de IL-10 e IL-18 (Cai et a., 1999). Embora o uso de citocinas venha sendo
testado em vérias triagens clinicas, modelos experimentais continuam sendo fundamentais
no estudo da resposta imune aos tumores, bem como das diferentes formas de manipulacéo

da resposta.

Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich é originario de tumor mamério espontaneo de camundongo, nao-
metastatico, descrito pela primeira vez por Ehrlich & Apolant (1905). Este tumor foi
mantido em animais de experimentacéo pela transplantacdo sucessiva no tecido subcutaneo
e estudos posteriores demonstraram que as células do tumor de Ehrlich eram capazes de
crescer em suspensao no fluido ascitico e desde entdo, este tumor tem sido mantido em
animais de laboratdrio tanto na forma ascitica, quando implantado na cavidade peritoneal,
como na forma solida, quando implantado no tecido subcuténeo. Estas células so capazes
de se desenvolver em qualquer linhagem de camundongo, ndo sendo afetadas pela
incompatibilidade entre antigenos do MHC, e ndo regridem espontaneamente (Sigiura et
al., 1965; Carry et al., 1979; Fecchio, 1989).

Uma das caracteristicas principais do tumor de Ehrlich € que na forma ascitica sua
presenca ndo induz resposta inflamatdéria em camundongos (Fecchio et a., 1990),
entretanto, foi demonstrado que camundongos da linhagem CAFR (originaria do
cruzamento de BALB/c e A/J) apresentam resisténcia ao tumor de Ehrlich, fato que parece
estar relacionado a capacidade desses animais de produzir e sustentar uma resposta
inflamat6ria a0 tumor (Bergami et al., 1996). O tumor de Ehrlich possui mecanismos de

escape gque suprimem o sistema imune do hospedeiro, como demonstrado pela reducéo da



capacidade de resposta dos linfocitos aos mitdgenos (Subiza et al., 1989; Kumagai et a.,
1995) e pela progressiva diminuicdo da atividade das células NK esplénicas (Parhar &
Lala, 1985; Parhar & Lala, 1988). Neste sentido, demonstrou-se que células do tumor de
Ehrlich liberam substéncias com atividade semelhante a0 TGF-3 e ndo possuem receptores
especificos para tais substancias, sugerindo assm que a fungcdo desta citocina seria 0
controle negativo sobre as células de defesa do organismo (Elexpuru et a., 1997).

Kanayama et a. (1982) demorstraram que o crescimento tumora foi facilitado
qguando os linfonodos regionais ou 0 baco foram removidos de animais inoculados com
tumor de Ehrlich, sugerindo a importancia da resisténcia imunoldgica do hospedeiro aos
tumores.

Os linfocitos Th esplénicos do hospedeiro, nos primeiros dias de implantagdo do
tumor, apresentamse drasticamente diminuidos e esta reducdo é acompanhada por uma
reducio no nimero de células CD4" secretoras de IFN-g (Segura et al., 1997). Aledo et .,
(1998) demonstraram uma resposta aguda e rapida, caracterizada por uma diminui¢do tanto
de céluas CD4 como de CD8. Ao contrario, outras populagdes esplénicas como
macrofagos e células derivadas da medula éssea (CD18) aumentaram significantemente.
Na incubacdo in vitro de células esplénicas com mitdgeno observouse que a presenca do

tumor induz um estado de reduzida capacidade de resposta das células T, principalmente

afetando células CD8 e diminuindo a expressdo de IFN-J (Segura et a., 2000). O implante
do tumor de Ehrlich na cavidadke peritonial de camundongos a partir do 1(° dia de
crescimento induziu aumento dos niveis de producéo de IL-2 e IL-6, mas ndo de IL-10 e
TNFa (Gentille, 2001). Ndo ha descricdo na literatura sobre o efeito deste tumor sobre a

producdo de outras citocinas envolvidas na resposta imune como IL-12, IL-4 e TNFa e



também ndo se conhece os efeitos do tumor em sua forma sdlida, sobre a producdo de

citocinas.

Potencial imunomodulador de cogumelos comestiveis

O crescente aumento na incidéncia e a mortalidade por céncer, tem estimulado a
busca de métodos terapéuticos em vérias direcbes. Apesar do avango tecnoldgico e
desenvolvimento de novas drogas antitumorais, muitos pacientes continuam a buscar
formas de terapia aternativa, fendmeno observado mesmo em paises desenvolvidos como
os Estados Unidos e Alemanha (Ernsk & Cassileth, 1997). Entre os chamados “produtos
naturals’, véarias espécies de cogumelos comestiveis e medicinais tém sido muito
explorados quanto a0 seu potencial antitumoral (Solomon & Weis, 1999; Kidd, 2000).
Pesqguisas extensivas sobre complexos polissacaridicos de cogumelos tém contribuido para
a aplicacdo de algumas espécies na medicing, devido aos seus efeitos antitumoral e
imunomodulatorio (Vicent et ., 1999).

Entre as diferentes espécies estudacks, ha relatos de que complexos polissacéridicos
provenientes do cogumelo Tricholoma mongolium foram capazes de ativar macréfagos,
estimulando a apresentacdo de antigenos por estas células, aumentando a proliferaco de
células T e inibindo o crescimento ¢t sarcoma 180 implantado em camundongos BALB/c
(Wang et a., 1996a). Estes autores também demonstraram que o complexo polissacarideo-
peptideo extraido do cogumelo Coriolus versicolor aumentou a resposta de células T a
mitdgenos tanto in vivo como in vitro e ndo exerceu atividade citotdxica direta contra
diferentes linhagens de células (Wang et al., 1996b). Isolado do cogumelo Flammulina

velutipes, 0 polissacarideo injetado no peritbnio de camundongos foi capaz de induzir



proliferacdo de linfocitos esplénicos, e exibiu potente atividade antitumoral contra sarcoma
180 in vivo, mas ndo foi eficiente in vitro (Leung et al., 1997). O polissacarideo GL-B
isolado do cogumelo Ganoderma lucidum inibiu o crescimento de sarcoma 180 in vivo, de
maneira dose-dependente e quando adicionado as culturas de macréfagos ou linfocitos,
observouse inducdo de apoptose e inibicdo da proliferacdo das células da linhagem
mieldide HL-60 (Zhang & Lin, 1999). Foi extraido da cultura de micélio do cogumelo
Phellinus linteus, um polissacarideo (PL) que exibiu atividade imunoestimulante e
antitumoral tanto in vivo quanto in vitro, estimulando a proliferacdo celular, citotoxidade
das cdulas T citaliticas, aumentando as fungdes das células NK, macréfagos e a resposta
humoral (Kim, 1996). Posteriormente, alguns dos autores deste trabalho, demonstraram
que o PL prolongou a sobrevida de camundongos inoculados com células de melanoma
(B16F10) e reduziu a frequiéncia de metastases pulmonares em camundongos inoculados
com céulas de cancer pulmonar (NCI-H23) embora ndo exerca citotoxidade direta para
estas duas linhagens de células tumorais. Os autores concluiram que a atividade antitumoral
do PL é devido a potencializacdo da imunidade do hospedeiro (Han et al., 1999).

Os efeitos sobre a producdo de citocinas também tém sido investigados. A lectina
purificada do corpo de frutificagdo do cogumelo comestivel Volvariella volvacea (VVL)
demonstrou atividade estimulatdria potente sobre linfocitos esplénicos e também aumentou
a expressao transcricioral de IL-2 e IFN-gama (She et d.,1998). Camundongos pré-tratados
com BCG foram injetados com lentinana, uma 1-3-b-D-glucana, extraida de Lentinula
edodes antes da administragdo de LPS. O pré-tratamento com a glucana induziu inibicdo
de 89% da producdo ce TNF-a, induzida por LPS e uma moderada reducdo de 25% de

IL-1b, enquanto ndo observou-se diferencas significativas nos niveis de IL-6 e IL-10



(Masihi et al., 1997). Diferentemente, Liu et a. (1998), demonstraram que ap6s adicéo de
L. edodes em culturas celulares (murinas e humanas), a expressdo de genes codificadores
de IL-2 e TNFa aumentaram de maneira dose-dependente, sugerindo que L. edodes pode
induzir resposta imunolégica dependente dos linfécitos T. Estes autores, em 1999,
observaram que, de modo similar a lentinana, 0 PSPC (complexo polissacarideo-proteina
extraido de Lentinula edodes), também apresenta acdo imunomoduladora. Os
polissacarideos, administrados a camundongos normais, aumentam a expressao de mRNA
de IL-la, IL-1b, TNF-a, IFN-g e GM-CSF em macrofagos peritoniais e células

mononucleares do baco.

Cogumelo Agaricus blazei

Complexos polissacaridicos obtidos do cogumelo Agaricus blazei ss. Heinem. (A.
blazei), também tém sido avaliados quanto a sua atividade antitumoral, mas ainda séo
controversos os dados encontrados nos estudos sobre seu papel imunomodulatério na
resposta antitumoral .

O A. blazei € um cogumelo comestivel popularmente conhecido como cogumelo do
sol e faz parte de uma divisdo do Reino Fungi, denominada Basidiomicota, representada
por organismos saprofitas que necessitam de matéria organica encontrada na natureza para
0 seu desenvolvimento. Este cogumelo tem excelente valor nutricional, contendo proteinas,
gorduras (&cidos graxos), fibras, aglcares, minerais como P, Fe, Ca, Zn, Cu, Mn, e

vitaminas (B1, B2, C, K, D, niacina entre outras) (Mizuno et a., 1990a). Originario da



Mata Atlantica, da regido sul do Estado de S&o Paulo, nos anos 70 foi levado para o Japéo,
onde se iniciaram as pesquisas sobre suas provaveis propriedades medicinais.

Nas investigagdes iniciais sobre as propriedades do cogumelo A. blazei, Kawagishi
et a., (1989, 1990) redlizaram extragdes seqiienciais com etanol, oxalato de amonio e
hidréxido de sodio e, através de cromatografia em gel, obtiveram varias fraces do produto,
testadas quanto a atividade antitumoral no modelo de sarcoma 180. Os melhores resultados
foram apresentados por uma fracdo congtituida de cadelas smples de (I® 6)-b-
glucopiranosil (43,3%) e de proteinas (50,2%), com contelidos elevados ce alanina e
leucina, e baixas concentragctes de metionina, histidina e tirosina (Kawagishi et al., 1990).
Posteriormente Itoh et al., (1994) demonstraram que esta mesma fragdo era constituida de
complexos protéico-polissacaridicos, responsaveis pela acdo imunoestimulante. Outros
estudos indicaram que a acdo imunoestimulante € devida a beta-glucanas presentes tanto na
porcao sollvel quanto insoltvel das preparaces aquosas de A. blazel (Mizuno et al., 1990a,
1990b). Este mesmo grupo isolou ainda um segundo polissacarideo, uma glucomanana de
micélios de A. blazei cultivados em meio liquido diferente dos compostos isolados do corpo
de frutificagdo (Mizuno et al., 1999).

De modo similar aos demais cogumelos estudados, a agdo antitumoral dos produtos
isolados do cogumelo A. blazei é atribuida a sua atividade imunoestimulante, uma vez que
acao citotoxica direta ndo tem sido relatada. Neste sentido, I1to et a., (1997) observaram que
0 complexo protéico-polissacaridico isolado, denominado ATOM (antitumor organic
substance Mie) ndo apresentou atividade citotoxica direta contra diferentes linhagens de
células tumorais testadas. Assim, produtos do cogumelo A. blazei tém a capacidade de

estimular mecanismos imunoldgicos como a atividade fagocitica de macréfagos (Ito et al.,



1997), atividade natural killer (Ghoneum, 1995; Ito et al., 1997) e células T citoliticas
(Ebina et a., 1998) de camundongos. Ha algumas décadas, vém sendo realizados estudos
sobre a atividade antitumoral de polissacarideos, 1,6-b-glucanas, complexo praéico-
glucana, a-glucana e heteroglucanas do cogumelo A. blazei (Ohno et al., 1986; Kawagish et
al., 1989, Itoh et al., 1994, Ito et a., 1997, Fujimiya et al., 1998, Mizuno et al., 1998,
Mizuno et al., 1999, Fujimiya et a., 1999, Solomon & Wels, 1999) em diferentes modelos
de tumor murino. Entretanto n&o ha relatos sobre sua eficiéncia no homem e sf0 escassas as
informagdes sobre a efetividade dos extratos aguosos, comumente consumidos pela
popul agéo.

A andlise de linfocitos esplénicos usando citometria de fluxo mostrou que as
percentagens de células T (CD3), T-auxiliares (CD4) e células T citoliticas (CD8")
estavam aumentadas em animais tratados com uma fracdo extraida de A. blazel soltvel em
adgua quente, comparados com animais tratados apenas com salina. Deste modo,
polissacarideos de A. blazei podem ser agentes profiléticos efetivos, protegendo o homem
contra o cancer, pela estimulacdo de linfocitos (Mizuno et a., 1998). Ao contrario,
Nakgima et a., (2002), ndo encontraram diferencas significativas nas percentagens de
células CD4", CD8 e CD19". Mas demonstraram que 0 extrato sollivel em agua quente
induziu aumento na producdo de anticorpos, aumentou a populagio de céulas MAG 1"
(granulécitos, mondcitos e células NK) e CD25" (macrofagos, linfocitos T e B). Este
extrato ainda aumentou a expressdo de mRNA de IL-6 e IL-1b, tanto em macrofagos
peritoniais como em células esplénicas. Cheung et a. (2002) demonstraram que a

administracdo oral de b-glucanas aumentou o efeito antitumoral de anticorpos monoc lonais

(mAb) contra tumores estabel ecidos em camundongos.



Em estudos prévios de nosso grupo, ndo observamos efeitos significativos da
administragdo de extrato aquoso de A. blazei sobre a producéo de anticorpos antitumorais
(dados ndo publicados). Também constatamos que o extrato agquoso de A. blazel inibiu o
crescimento do tumor de Ehrlich subcutdneo e o extrato obtido a temperatura ambiente
(22°C) foi mais eficiente em aumentar a sobrevida dos animais. Entretanto, o extrato
aquoso ndo foi capaz de aumentar a atividade linfoproliferativa e nem das células NK. Mais
concordante com a literatura, 0 extrato hexénico de A. blazei foi capaz de restaurar a
atividade das células NK (Santos, 1998).

Proteoglucanas é&cido-solivels (ATF) isoladas de basidiocarpos de A. blazel,
exerceram protecdo contra 0 desenvolvimento do fibrossarcoma Meth A, quando
inoculados in situ. Estes autores observaram ainda que o tratamento confere protecdo contra
0 desenvolvimento de células tumorais inoculadas subseqlientemente em local distante do
sitio primério (Fujimiya et a., 1998; Ebina & Fujimiya, 1998; Fujimiya et a., 1999 e
Oshiman et al., 2002). Fujimiya et al., (1998) sugerem que inibicdo do desenvolvimento
tumora deve-se a estimulagdo da atividade NK, evidenciada pelo aumento de clulas
NK1.1" no infiltrado intratumoral. Os dados apresentados indicam também que o
tratamento favorece a geracdo de células citotdxicas especificas, uma vez que apresentam
atividade litica contra células tumorais singénicas (Meth A). Além disso, observaram que o
extrato ATF induz apoptose nas células tumorais in vitro como caracterizado pela
fragmentacdo de DNA e expressdo do marcador Apo 2.

A aividade tumoricida do ATF, pode estar especiamente presente na fracéo
contendo (1-4)-a-D-glucana e (1-6)-b-D-glucana numa proporcéo de aproximadamente 1:2

(massa molecular 170 kDa) da fracdo final purificada (Fujimiya et al., 1998).



Posteriormente, demonstrou-se que o efeito antitumora da administracdo intratumoral do
extrato ATF, aumentou com a administracdo ora ad libitum desta fragcdo em animais com
duplo enxerto tumoral. A atividade de fatores quimiotdticos para macrofagos foi
significante na cultura de células tumorais do tumor néo-tratado. Os autores sugerem gque a
regressao tumoral nos animais com duplo enxerto, foi devido a uma reagdo imunoldgica,
envolvendo indugdo de células citoliticas no bago e liberacdo de fatores quimiotaticos para
macrofagos no tumor distante (Ebina & Fujimiya, 1998).

Através de purificacdo cromatografica e caracterizacdo fisicoquimica, a ATF foi
fracionada em ato (H-M) e baixo (L-M) peso molecular e observou-se maior atividade
tumoricida dafracdo HM3-G (380 kDa), que consiste de mais de 90% de glicose, sendo seu
principal componente (1-4)-a-D-glucana com ramificagcbes (1-6)-b-D-glucana, numa
proporcéo de 4:1. Esta fragdo ndo so foi capaz de exercer regressdo do tumor tratado
(100%) como também do tumor ndo tratado (80%) no sistema de duplo enxerto tumora e
0s autores sugerem que a inibicdo do tumor ndo tratado, ndo € devida a uma acdo direta e
sim a uma acdo sistémica dafragdo (Fujimiyaet al., 1998). Posteriormente foi demonstrado
que uma fragéo de baixo peso molecular a LM-3(20 kDa), também contendo complexos a-
1,4-glucana-b-1,6-glucana, exerceu atividade tumoricida mais intensa quando comparada
ao controle, as fragdes LM-1(24 kDa), LM-2 (24kDa) e ao ATF (170 kDa) (Fujimiyaet al.,
1999). Neste mesmo estudo observou-se também o efeito da administracdo intratumoral dos
extratos oxalato-solivel (OSE) ou oxaatosolivel &cidotratado (ATF) e ambos

demonstraram atividade similar, indicando que o tratamento &cido ndo afeta a atividade

tumoricida das fracbes extraidas (Fujimiya et a., 1999). Oshiman et a., (2002)



demonstraram que a administracdo ora da ATF também foi eficiente em inibir o
crescimento do tumor Meth A.

Assim, o presente estudo foi desenvolvido para testar a hipétese de que a acéo
antitumoral da ATF administrada no sitio tumoral deve-se a um estado de
imunoestimulacdo que se reflete na alteracdo da atividade linfoproliferativa de esplendcitos

e no perfil de citocinas produzidas por estas células.
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Resumo

A ATF € uma fragéo polissacaridica extraida do cogumelo Agaricus blazei, ricaem
(1® 6)-b-D-glucana, a qual se atribui acdo imunoestimulante. No presente trabalho
avaliamos os efeitos antitumoral e imunomodulador da ATF em camundongos BALB/c
com tumor subcutdneo de Ehrlich. O tratamento consistiu de 3 aplicagdes de ATF
(0,5ug/0,1ml) no sitio de implantacéo tumoral (Ehr/ATF), enquanto os animais do grupo
Ehr foram tratados do mesmo modo com solugdo salina estéril. No periodo de 7 ou 14 dias
apos a implantagdo do tumor, os animais foram sacrificados para a avaliagdo do peso
tumoral, andlise histopatoldgica, avaliacdo da atividade proliferativa de esplendcitos e
producéo de citocinas in vitro. O tratamento foi capaz de inibir o crescimento do tumor em
relacdo ao grupo Ehr e a andlise histopatoldgica indica diferencas entre os 2 grupos em
relacdo a presenca de células gigantes, frequéncia de figuras mitéticas e de células
apoptéticas. Em relacdo aos pardmetros imunoldgicos, observamos que os animais tratados
com ATF (grupos Ehr/ATF e ATF) apresentaram menor atividade linfoproliferativa que o
grupo controle e supressao foi observada também nos animais com tumor tratados com
solucéo salina (Ehr). A capacidade de producdo de IL-10 mostrou-se aumentada no grupo
Ehr, fenbmeno parcialmente revertido pela administracdo de ATF. Ndo se observou,
entretanto, efeito sobre a producéo de IFN-gou de TNF-a. Avaliagles invitro indicam que
a ATF ndo apresenta atividade citotoxica direta sobre esplenécitos de animais normais e
nem sobre as células tumorais, embora apresente atividade anti-proliferativa quando em
concentragao elevada (25 ug). Assim, nossos resultados sugerem que a agéo antitumoral da

fracdo ATF ndo se reflete em imunoestimulacdo das células do baco, entretanto podemos



supor gue o tratamento promova migracdo de células imunocompetentes deste 6rgao para o

sitio de implantagdo tumoral.

Palavras-chave: Agaricus blazel; b-glucana; cogumelos medicinais; tumor de Ehrlich; IL-

10; imunidade antitumoral

1 Introducéo

O crescente aumento naincidénciae mortalidade por cancer, tem estimulado a busca
de métodos terapéuticos em varias direcBes e alguns grupos tém procurado, nos produtos
naturais, substancias capazes de atuar no ratamento da enfermidade. Entre os produtos
mais explorados estédo os cogumelos comestiveis [1,2], cujos complexos polissacaridicos
tém como suas mais promissoras atividades, os efeitos antitumoral e imunomodulatério [3
10]. Complexos polissacaridicos extraidos do cogumelo Agaricus blazei, também tém sido
avaliados quanto a sua atividade antitumoral, mas ainda sdo controversos os dados sobre
seu papel imunomodulatdrio. Alguns autores tém demonstrado que componentes extraidos
do cogumelo A. blazei, como os complexos polissacaridicos, possuem capacidade de
estimular mecanismos de defesa como a atividade fagocitica de macréfagos [5], atividade
“natural killer” [5,10] e células T citotdxicas [11]. Nas investigacOes iniciais sobre as
propriedades do cogumelo A. blazei, Kawagishi et a. [3-4] demonstraram que uma fracéo
congtituida de cadeias smples de (1® 6)-b-glucana apresentou atividade antitumoral no
modelo de sarcoma 180.

Proteoglucanas oxalato solUveis submetidas a tratamento acido (ATF), isoladas de

basidiocarpos de A. blazei, exercem protegdo contra o desenvolvimento do fibrossarcoma



Meth-A, quando inoculados in situ [9-11]. Fujimiya et a. [9] observaram que este
tratamento impede também o desenvolvimento de células tumorais inoculadas
subsequentemente em loca distante do sitio primario. A andise por ressonancia magnética
nuclear (NMR) demonstrou que a fragcdo ATF consiste principamente de (1,6)-b-D-
glucana [12]. A hidrdlise da fracdo oxaato soluvel com é&cido cloridrico ndo afeta a
eficiéncia do produto, sugerindo a possibilidade de seu uso por via oral, uma vez que
resistiria a agd do suco gastrico [12]. Embora tenha sido observado que diferentes
preparacoes derivadas de A. blazel sejam capazes de estimular a resposta imune celular, ndo
existem relatos a respeito de seu efeito sobre a atividade linfoproliferativa e pouco se sabe
sobre os efeitos deste cogumelo sobre a producéo de citocinas.

AlteracBes nos niveis de citocinas tém sido relatadas em estudos experimentais e
clinicos de cancer, tanto in vivo como in vitro [13,14]. Em relagdo a resposta antitumoral,
observa-se que dependendo do tipo de céula, tanto as citocinas produzidas por Thl quanto
por Th2 podem ser importantes no estabelecimento da resisténcia [15,16]. O interferon-
gama (IFN-g) € produzido predominantemente por linfocitos Thl, células NKT, células NK
e tem pape importante em prevenir o0 desenvolvimento de tumores primarios
transplantaveis [17]. Das varias propriedades bioldgicas do IFN-g, a atividade
antiproliferativa direta, a capacidade de ativacdo de macrofagos e sua propriedade anti-
angiogénica, sdo as atividades antitumorais mais relevantes [18]. O fator de necrose
tumoral-alfa (TNFa) produzido por macrofagos, € o principa mediador da inflamacéo,
participa da ativagdo celular, do aumento da funcdo de células NK e em casos de
neoplasias, pode apresentar citotoxidade para células tumorais [19]. Por outro lado, 0 TNF-

a pode atuar como promotor tumoral enddgeno, contribuindo para o desenvolvimento do



estroma necessario para 0 crescimento tumoral e metéstases [15,20,21]. Citocinas anti-
inflamatorias como a interleucina 10 (IL-10), embora possam diminuir o crescimento de
alguns tumores, podem atuar como fatores supressores da resposta imunoldgica e favorecer
0 crescimento tumora em determinadas situagdes [14,15] e em gera constituem
mecanismos de escape das células tumorais.

Assim o propésito deste estudo foi verificar se a fragdo ATF quando administrada
no sitio de implantagdo do tumor de Ehrlich (subcutaneo), atua sobre células
mononucleares do baco, interferindo em sua capacidade linfoproliferativa e na sua
capacidade de producéo das citocinas IL-10, TNFa e IFN-g, como forma de melhor

compreender a participacao dessas células e citocinas na resposta antitumoral.

2. Material e méodos

2.1. Animais

O experimento foi desenvolvido utilizando-se camundongos machos da linhagem
isogénica BALB/c com 45 dias de idade. Os animais foram provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP/SP e foram mantidos no Bioté&io do Departamento de
Microbiologia e Imunologia-IBB, sob temperatura constante de 22 C, ciclo claro/escuro
12/12h e exaustdo de ar durante todo o experimento. Agua e ragio convenciona foram
fornecidos ad libitum Todos os procedimentos envolvendo o0s animais seguiram oS
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal e foram

aprovados pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal-IBB (prot. 46/00).



2.2. Tumor de Ehrlich

Células do tumor de Ehrlich, gentilmente cedidas pela Dra. Denise Fecchio do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, foram colhidas apds
sucessivas e periddicas passagens intraperitoniails em camundongos suigos. A viabilidade
das células tumorais foi determinada através do teste de exclusdo do azul trypan, e a
concentragdo foi gustada para 2x10’céulas/ml, seguindo-se inoculagdo subcutanea de

0,2ml (2x10° células/animal) da suspensao.

2.3. Delineamento experimental
Animais de mesma idade e peso similares foram divididos em 4 grupos com 10

animais cada e tratados como descrito abaixo.

Grupos 0

Ehr/ATF

3
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\Y \Y4
\.4

VV V ¥ v

Controle | |

V' Tumor V salina ¥ Sacrificio
‘eavaliagao
VW FracioATF 3F Massaa imunolégica

* (0»5""0/0»1"“) tumoral



*A quantidade de ATF utilizada foi previamente determinada através da inoculacéo
de 0,5, 1 as 2,5 mg da fragdo no sitio tumoral. O efeito do tratamento foi acompanhado
através da medida do didmetro da &rea ocupada pelo tumor, estabelecendo-se 0,5 mg como

a quantidade mais adequada.

2.4. Preparacdo da fragdo &cido-tratada soltvel de A. blazel (ATF)

A mistura das linhagens ABL 99/25, 99/28, 99/29 e 00/30 do cogumelo Agaricus
blazet seco e pulverizado, foi fornecido pelo Prof. Dr. Augusto Fereira da Eira,
responsavel pelo Modulo de Cogumelos do Depto. de Producéo Vegetal da FCA - UNESP-
Botucatu

Cerca de 800 g do cogumelo Agaricus blazei, foram submetidos a extragdo por trés
vezes com 6,4 litros de etanol 80% em ponto de fervura por 15 horas. O residuo insolGvel
foi separado por centrifugacdo a 5000xg por 10 minutos e extraido por trés vezes com 5
litros de agua destilada em ponto de fervura por 15 horas. O residuo insolavel foi
novamente separado por centrifugacdo a 5000xg por 10 minutos e submetido a extragdo em
5 litros de oxaato de ambnio 5% em ponto de fervura por 10 horas (extragéo repetida 2
vezes). O extrato solivel em oxalato de amdnio foi filtrado, dializado e liofilizado. O
produto foi dializado por cerca de 72 horas e a reducdo dos niveis de amodnia foi
acompanhado pelo teste com reativo de Nedler.

O materid foi entdo tratado com HCI 1 M, por 24 horas a temperatura ambiente. O
pH foi gustado para 7,0 por adicdo de NaOH 1 M e o materia particulado foi entdo
removido por centrifugacdo. O sobrenadante foi esterilizado por filtracdo (membrana

Millipore 0.22nm) e liofilizado [9]. Ap0s otratamento &cido, observou-se que cada ml do



produto continha 27,64 mg de matéria seca da fracdo ATF. Para o tratamento dos animais

afracdo foi reconstituido com solucéo salina a concentragdo de 5mg/ml.

2.5. Caracterizagdo quimica/bioquimica da ATF

A ressonancia magnética nuclear (NMR) uni e bidirecional para a caracterizacdo de
'H e 13C, foi utilizada para andlise de compostos existentes na fragdo ATF [22]. A
concentracdo de proteinas do ATF foi determinada pelo método de Lowry usando albumina
bovina purificada como solucéo padréo [23]. A presenca residua de oxalato de aménio foi
avaliada através do método de descoramento do permanganato de potassio. Brevemente, a
amostra da ATF de 0,5 mg/ml foi aguecida em banho-maria por cerca de 1 minuto e em
seguida foram adicionados 500m de permanganato de potassio 0,IN. A amostra foi
comparada a solucdes-padréo de oxdato (4, 2, 1, 0,5, 0,25 e 0,125%) preparadas em um

volume total de 2ml com mais 300m de HCl 1N (pH 34) [24].

2.6. Analisehistopatoldgica

Para a andlise histopatolégica, foi utilizado um grupo controle (G Ehr) constituido
de animais com o tumor subcuténeo sem qualquer tratamento, com o objetivo de verificar
se aintroducdo da agulha no loca do tumor interfere na resposta inflamatoria.

Apébs o sacrificio a massa tumoral foi removida, pesada em balanca analitica e
armazenada em frascos devidamente identificados, contendo formol 10% (pH = 7,0).
Posteriormente, foram processadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE) na rotina
laboratorial do Nucleo e Avaliacdo Toxicogenética e Cancerigina—Toxican, Departamento

de Patologia - FMB-UNESP para andlise histolOgica das lesdes. As massas tumorais foram



avaliadas quanto a presenca de éreas de necrose, figuras mitéticas, células em apoptose,
células gigantes neoplésicas e infiltrado celular (mononuclear e polimorfonuclear) por
andlise semi-quantitativa, sendo os critérios graduados em 3 grupos: (+) pouco, (++)

moderado e (+++) intenso, levando-se em consideragdo a comparagao entre 0S grupos.

2.7. Cultura de esplendcitos

Para avaiacdo da atividade linfoproliferativa, esplendcitos dos animais estudados
foram obtidos por maceracdo do baco sobre peneira de néilon, em placa de Petri. A
suspensdo de células foi submetida a duas centrifugaces e, em seguida, ressuspendida em
meio de cultura RPMI 1640 completo (suplementado com 10% de soro bovino feta e
2mM de L-glutaming), gjustadas para 4x10°Pcélulagml e distribuidas em volumes de
100m/pogo, em microplaca de cultivo celular (96 alvéolos) de fundo chato. As células de
cada animal foram cultivadas em triplicata, com Concanavalina A (Con A) a concentracéo
fina de 3,5ny/ml ou sem estimulo (controle). As culturas foram incubadas a 37°C em
estufa sob tensdo constante a 5% de COz, por 72 horas. Vinte horas antes do término da
incubaco foi adicionado InCi de 3H-metil timidina (6,7nCi/mol), em cada alvéolo. Apds
coleta, as culturas foram analisadas, com o auxilio de um contador de cintilacdo beta
(Beckman, 1900TR - Liquid Scintilation Analyzer) e os resultados foram expressos em
indice de estimulacéo, calculados através da formula:

indice de estimulag0 = cpM con A : GOM controle

Onde cpm = contagens por minuto



2.8. Atividadein vitroda fracao ATF

Foram adicionadas aos alvéolos de cultura de esplendcitos normais (8x10Pcel/50m),
3,5n9/100m de Con A e 50 da fragdo ATF (concentragdes finais por alvéolos:25; 12,5;
6,25; 3,12ng/ml) para se verificar seu efeito direto sobre a atividade linfoproliferativa,

realizada como descrito no iten 2.7.

2.9. Atividadecitotdxicadiretada ATF sobre célulasdo tumor de Ehrlich

Células do tumor de Ehrlich obtidas de um camundongo suico com tumor ascitico
ou células esplénicas de camundongos BALB/c normais, foram distribuidas em
microplacas de cultivo celular de 96 avéolos (2x10°células/100m) e adicionado 20m
fragdo ATF (concentragOes finais por avéolos: 100; 20; 10; Svg/ml). A viabilidade das
células foi avaliada através do teste de exclusdo do azul trypan no decorrer do periodo de

24 horas apos incubago a 37°C sob tensfo constante de 5% de COs.

2.10. Geracdo de sobrenadantes para dosagem de citocinas

Para a geracdo de sobrenadantes, esplendcitos dos animais estudados foram
ajustadas para 4x1C células/ml, em meio RPMI completo, distribuidas em macroplaca de
cultivo celular de 24 alvéolos. As culturas celulares foram estimuladas com Con A
(3,5ug/avéolos) para geracdo de IL-10 e IFN-g, ou com suspensdo de S aureus
formolizada (1:5000) para geracdo de TNFa, por periodos de 24 ou 48 horas,
respectivamente. Os sobrenadantes das culturas foram aliquotados e armazenados em

ultrafreezer a - 80° C para posterior dosagem das citocinas.



2.11. Determinacédo delL-10, TNF-a elINF-gpor ELISA

A determinacdo de citocinas no sobrenadante de células esplénicas foi efetuada por
técnica de ELISA para todos os grupos descritos acima. Brevemente, 100m de anticorpo
monoclonais anti-1L-10, anti-TNFa ou anti-INF-g murino foram incubados em microplaca
de 96 avéolos de fundo chato (NUNC MAXISORP), por cerca de 18 horas em camara
Umida a temperatura ambiente. Ap6s o periodo de sensibilizac8o, as placas foram lavadas 3
vezes com PBS-tween 0,05% e recobertas com cerca de 300 de tampéo de blogqueio (BSA
1% e sacarose 5% em PBS com 0,05% de NaN3), por um periodo de 1 hora a temperatura
ambiente. Apds nova lavagem (3 vezes), foram adicionadas as amostras do sobrenadante ou
de citocinas recombinantes (em concentracdes variadas para a obtencdo de curva-padréo).
Apbs 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada,
adicionando-se 100m de anticorpo biotinilado anti-citocina, seguindo-se 2 horas de
incubacdo a temperatura ambiente. ApOs nova lavagem, foi adicionada solucdo de
streptoavidina peroxidase, incubada por 50 minutos. Apos lavagem, foram adicionados
100nt do tampéo revelador, contendo 5 mg de OPD e 51 de H,O, em 12,5 ml de tampéo
citrato-fosfato. A reacdo foi bloqueada com HSO, ap6s 30-40 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente em local escuro, seguindo-se leitura da reagdo em espectrofotdmetro
com filtro de 492 nm. Os dados da curva-padrdo foram submetidos a anélise de regresséo

linear e os resultados das amostras convertidos em pg/ml.

2.12. Anadliseestatistica
Os dados da atividade linfoproliferativa, da atividade citotéxica direta e das

citocinasforam analisados pelo teste de Andise de Variancia (ANOVA), cujas estatisticas



foram consideradas significativas quando p< 0,05. A massa tumoral foi analisada pelo teste

“t” de Student, cujas estatisticas foram consideradas significativas quando p< 0,05.

3. Resutados

3.1. Caracterizacdo quimica/bioquimica da ATF

Através da andlise de NMR *H e *3C uni e bidimensional constatouse a presenca da
(1® 6)-b-D-glucana. No espectro de NMR*H da ATF observou-se sinais dos hidrogénios
carbindlicos na regido de d 3,294,20 e sind do hidrogénio b anomérico e d 4,49. No
espectro de NMR C (Fig.1a) observou-se sinais para os carbonos carbindlicos na regido
de d 69,16, 69,80, 73,39, 75,24, 7591 e 103,36. As corrdagdes 'H-*C e 'H-'H e as
multiplicidades foram definidas por experimentos de HMQC (Fig.1b) e COSY *H-'H
(Fig.1c).

A determinagdo de proteinas totais indicou a ocorréncia de 3,7192 mg/ml o que
corresponde a aproximadamente 13,4%, sendo o restante representado por agucares. A
analise semi-quantitativa de oxalato presente na amostraindica que a ATF apresentava uma

concentragdo residual de apenas 0,025% do sal.

3.2. Desenvolvimento do tumor de Ehrlich e andlise histopatol égica
Como ilustrado nas figuras 2a e 2b, 0 peso dos tumores removidos dos animais dos
grupos Ehr/ATF foi significantemente menor (p<0,05) que o grupo controle (Ehr) tanto no

7° quanto no 14° dia.



A comparacdo dos achados histopatolégicos nas amostras dos grupos controle
C/Ehr e Ehr, indica que a agressdo feita pela introducéo da agulha no sitio tumora n&o
modificou os parametros avaliados. Ambos os grupos, no 7 dia, apresentaram infiltrado
celular intenso (+++) com predominio de células mononucleares, intensas &reas de necrose
(+++), poucas figuras mitdticas (+), poucas células em apoptose (+) e poucas células
gigantes neoplésicas (+) (Tabela 1). No 14° dia, embora as caracteristicas das |esdes tenham
sido semelhantes as observadas no 7° dia, tanto o infiltrado celular, observou-se maior
freqliéncia de presenca de figuras mitéticas (++ a +++). Chama a atenc¢do a auséncia de
apoptose e presenca de poucas a moderadas células gigantes neoplasicas (+ a ++) (Fig.3
a,b,c,d).

Em relagdo ao grupo Ehr/ATF observou-se que no 7° dia, ha infiltrado celular
moderado (++) com predominio de células mononucleares, moderadas areas de necrose
(++), com poucas figuras mitéticas (+), presenca moderada de apoptose (++) e auséncia de
células gigantes neoplésicas. No 14° dia, embora as caracteristicas das |esdes tenham sido
semelhantes as observadas no 7 dia, tanto o infiltrado celular como as éreas de necrose

foram intensas (+++), com auséncia de apoptose (Fig.3 ab, ).

3.3. Culturade esplendcitos

Os resultados apresentados nas figuras 4a e 4b, indicam que no 7° dia de
experimento, os grupos Ehr, Enr/ATF e ATF apresentaram atividade linfoproliferativa
significantemente menor (p<0,01) que o grupo controle (Fig.4a). No 14° dia de
experimento, os grupos Ehr/ATF e ATF apresentaram atividade linfoproliferativa

significantemente menor que o grupo controle (p<0,01) e o grupo Ehr (p<0,05) (Fig.4b).



3.4. Atividadein vitro dafracdo ATF

Para avaliar se esta fragdo interfere diretamente sobre a atividade linfoproliferativa,
a ATF nas concentragOes finais de 25; 12,5; 6,25; 3,12 ng'ml foi adicionada aos pocos de
cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c normais. Apesar de ndo haver diferenca
significante entre os grupos, a cultura de linfécitos com a ATF apresentou atividade
linfoproliferativa um pouco maior se comparado ao crescimento basal (Fig.5a). A adicéo de
ATF as culturas estimuladas com Con A, mostra que na concentracdo de 25ug/ml os
esplendcitos apresentaram atividade linfoproliferativa significantemente menor que o grupo
controle (p<0,05), as concentracbes mais baixas ndo apresentaram diferencas significantes

guando comparadas entre si ou ao grupo controle (Fig. 5b).

3.6. Atividadecitotoxicadiretada ATF

A avaliagdo da viabilidade das células do tumor de Ehrlich ede esplendcitos de
animais normais cultivadas em presenca de concentragdes crescentes da ATF indica que
ndo houve diferencas significantes entre as concentracbes em nenhum dos periodos,
indicando que a fracdo ATF ndo tem atividade citotdxica direta sobre células do tumor de
Ehrlich e sobre os linfécitos, que apresentaram viabilidade similar aos controles de lise

espontanea ao longo de 24 horas (dados ndo mostrados).

3.7. Niveisde producdo de citocinas
No 7 dia de experimento os niveis de producéo de IL- 10 pelos grupos Ehr (p<0,05)

e ATF (p<0,01) foram significantemente maiores quando comparado ao grupo controle, e a

producdo pelo grupo Ehr/ATF foi significantemente (p<0,05) menor quando comparado ao



grupo ATF. Nos resultados do 14° dia pode-se observar que ndo houve diferenca
estati sticamente significante entre os grupos (Fig.6).

Os niveis de producdo de TNF-a e IFN-g dos grupos sacrificados aos 7 e 14° dia
de experimento, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes na producdo

dessas citocinas (Fig.6).
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Figl. Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear da fracdo ATF. @) Espectro de NMR
13C da fragdo ATF (400 MHz, BO), b) Espectro de COSY ! H- *H da fracdo ATF(400

MHz, D20) c)Espectro de HMQC da fragdo ATF(400 MHz, D20).
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Fig.2.Massas do tumor de Ehrlich removidas de camundongos BALB/c (n=10) dos grupos
tratados com 0,5mg/aplicacéo de ATF (Ehr/ATF) ou solugdo sadlina (Ehr) nos dias 3, 4, 5 no sitio
tumoral e avaliadas com 7 (@) ou 14 (b) dias de evolugdo apos aimplantagdo tumoral subcutanea.

* (p< 0,05 teste “t” de Student).



Grupos

Dias

Infiltrado celular
Aress de necrose
Figuras mitdticas
Cédulas Gigantes
Células apoptdticas

C/Ehr eEhr Ehr/ATF

7 14 7 14
+++ ++a+++ ++ +++
+++ ++ a+++ ++ +++

+ ++a+++ + +

+ +a++ ausente ausente

+ ausente + ausente

Tabela 1: Achados histopatologicos no tecido tumoral de animais tratados com solugéo
sdlina ou ATF no sitio de implantagcdo tumoral com 7 ou 14 dias de evolugdo. Foram
avaliadas a presenca de éreas de necrose, de figura mitdticas, células em apoptose, células
gigantes neoplésicas e infiltrado celular (mononuclear e polimorfonuclear) por andlise

semi-quantitativa, sendo os critérios graduados em 3 grupos. (+) pouco, (++) moderado e

(+++) intenso.



Fig.3. Andlise histopatolégica de tumor de Ehrlich subcuténeo de animais tratados com

solucdo salina ou ATF no sitio de implantagdo tumoral com 7 e 14 dias de evolucdo: a)

area de necrose (Ehr e Ehr/ATF), aumento 20X b) infiltrado celular com predominio de



células mononucleares (Ehr e Ehr/ATF), c) presenca de figuras mitéticas nos grupos
controle (Ehr), d) presenca de células gigantes nos grupos controle (Ehr) e €) presenca de

figuras apoptdticas nos grupos com tumor de Ehrlich tratado com a ATF (Ehr/ATF).
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Fig.4. Atividade linfoproliferativa de esplendcitos de camundongos BALB/c (n=10) dos grupos
tratados com 0,5mg/0,1ml de ATF (Ehr/ATF e ATF) ou 0,1ml de solucdo salina (controle e Ehr).
Os indculos foram feitos nos dias 3, 4, 5, no sitio tumora e a avaliagéo redizada aos 7 (a) e 14 (b)
dias apos implantacdo subcuténea do tumor de Ehrlich.

* vs controle (p<0,01, ANOVA),

** vs controle (p<0,05, ANOVA)

# vs Ehr (p<0,05, ANOVA)
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Fig.5. Efeito da adicdo da ATF (25, 12,5 e 6,25, 3,12 ug/alvéolo) sobre a atividade proliferativa de
esplendcitos de camundongos BALB/c normais (n=5). Esplendcitos & concentracéo de 4x10°%cel/ml
foram distribuidos em microplacas de cultivo alular e incubadas por 72h a 37°C em estufa de CO,
5% em presenca da ATF.

a) avaliacdo do efeito mitogénico da ATF.

b) avaliacéo do efeito da ATF, adicionada a culturas estimuladas com Con A.

*(p<0,05 ANOVA).
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Fig.6. Niveis in vitro de IL-10, TNFa e INFg produzidos por esplenécitos de
camundongos BALB/c (n=10) dos grupos tratados com 0,5mg/0,1ml (Ehr/ATF e ATF) ou
0,1ml de solucdo salina (controle e Ehr) nos dias 3, 4, 5 no sitio tumoral e avaliados aos 7 e
14 dias apo6s a implantagdo tumoral. Para geracdo de sobrenadante a concentragdo das

células foi gjustada para 4x1CGcel/ml, distribuidas em macroplacas e estimuladas com Con



A (3,5ug/alvéolo) para determinacdo de IL-10 e INF-g ou estimuladas com SAC (1:5000)

para determinacdo de TNF-a incubadas por 24h e 48h, respectivamente.
* Ehr vs controle (p<0,05 ANOVA) e Ehr vs Ehr/ATF (0,05<p<0,1 ANOVA).

# ATF vs controle (p<0,01 ANOVA) e ATF vs Ehr/ATF (p<0,05 ANOVA).

4. Discussao

No presente trabalho demonstramos que 0 uso de apenas 3 aplicages da ATF no
sitio de implantacdo subcuténea do tumor de Ehrlich, foi capaz de inibir significantemente
o crescimento tumoral e modificar o perfil histopatolégico do tecido tumoral. Fujimiya et
a. [9-12] demonstraram claramente que a fragdo ATF inibe o desenvolvimento do
fibrosarcoma Meth A em sistema de ssimples e duplo enxerto tumoral, observando-se que a
dose de 0,5 mg dafracdo ATF foi eficiente em inibir o desenvolvimento tumoral [11], dose
também utilizada em nosso estudo por ter apresentado o melhor resultado contra o
desenvolvimento tumoral na etapa de padronizagdo. A diferenca de efetividade
antitumoral entre nossos resultados e aqueles relatados por Fujimiya et a. [9] pode ser
devida a0 maior niumero de células implantadas em nosso estudo, ou ao fato @ termos
utilizado um adenocarcinoma, geralmente mais resistente a imunoestimulacdo que os
sarcomas (fibrossarcoma Meth A ou 180) utilizados em outros estudos [5,8-12,25].

A andlise por NMR da fracdo utilizada no presente trabalho, demonstra que a ATF
aoresenta um perfil espectrofotométrico similar ao apresentado por Kawagishi et al. [3,4]
com a concentracdo protéica (13,4%) préxima da descrita por Ebina et a. [11], que

trabalharam com a ATF composta de 16,6% de proteina e 76,7% de carboidratos. Além



disso, a andlise de HMQC confirma a estrutura de b-glucanas do principa composto
presente nesta frag&o.

A andlise histopatolégica do tecido tumora revela que tanto os grupos controle
(C/Ehr e Ehr) como o grupo tratado com a ATF (Ehr/ATF) apresentaram um infiltrado
celular intenso e com predominancia de células mononucleares. As extensas areas de
necrose presentes em todos 0s grupos parecem ser devidas ao crescimento rapido e
agressivo do tumor de Ehrlich, tornando necesséria a adocéo de alguns parametros para
tentar avaliar o efeito do tratamento sobre a resposta local desenvolvida pelo hospedeiro. O
que difere os grupos C/Ehr e Ehr do grupo Ehr/ATF no 7 e no 14° dia é a presenca de
numerosas figuras mitéticas e células gigantes neoplasicas nos grupos controle, indicando a
malignidade do tumor de Ehrlich. Entretanto, na massa tumoral obtida dos animais do
grupo Ehr/ATF, encontramos menor frequéncia de figuras mitéticas e praticamente
auséncia de céulas gigantes. Este fato, associado a maior quantidade de células em
apoptose encontrada no grupo Ehr/ATF estdo de acordo com o potencial antitumoral
atribuido a ATF. No 14° dia de experimento observamos no grupo Ehr/ATF, poucas
figuras mitéticas e células gigantes neoplasicas, ndo tendo sido encontradas células em
apoptose nas amostras avaliadas.

Os achados histopatol 6gicos sdo compativeis com 0 menor crescimento tumora no
grupo Ehr/ATF em relagdo ao controle, apesar do tempo decorrido entre o indculo da ATF
e o sacrificio dos animais, isto €, considerando-se que os animais foram tratados nos dias 3,
4, 5, os animais sacrificados no ? dia foram avaliados 1 dia apés o Ultimo tratamento,
enquanto na avaliacdo aos 14 dias, houve um lapso de 8 dias entre o Ultimo tratamento e a

andlise. Na andlise de sobrevida realizada com esta forma de tratamento a ATF néo foi



capaz de prolongar a sobrevida dos animais (dados ndo mostrados) apesar de ter retardado o
crescimento tumora (Fig.2), apontando para a possibilidade de que o efeito protetor da
ATF sga gradualmente minimizado sugerindo a necessidade de novos inéculos para
permitir a manutencdo do efeito. Embora Oshiman et a. [12] ndo tenham dado maior
importancia a este detalhe, observaram que a repeticdo do tratamento com ATF por via
oral, apds 14 dias promove inibicdo mais eficiente do crescimento tumoral, corroborando
nossa hipétese de necessidade de manutencéo do tratamento.

Através da andlise de linfécitos esplénicos por citometria de fluxo, Mizuno et al..
[25] demonstraram que as percentagens das populagtes de células CD3", CD4 e CD8'
foram significantemente aumentadas em camundongos normais tratados oralmente com
umafragdo de A. blazei sollvel em &gua quente, entretanto pouco se sabe de sua agdo sobre
afuncdo destas células. A atividade linfoproliferativa € um parametro cléssico de avaliagdo
do potencia de resposta imune celular e estudos prévios mostram que polissacarideos do
cogumelo Coriolus versicolor sdo capazes de aumentar a resposta de esplendcitos a
mitdgenos tanto apds o tratamento in vivo quanto por sua adicdo a cultura [26].
Polissacarideos do cogumelo Flammulina velutipes administrados i.p. em camundongos,
também foram capazes de induzir a proliferacdo de linfocitos esplénicos [27].
Contrariamente, nossos resultados indicam que a administracdo da ATF ro sitio tumoral
nd0 aumentou a atividade proliferativa dos linfécitos esplénicos. No 7 dia de experimento
0 grupo Ehr apresentou menor atividade linfoproliferativa que o controle e esse achado esta
de acordo com a sugestéo de outros autores de que os mecanismos de escape do tumor de
Ehrlich estdo associadas a capacidade de promover supressdo da resposta imune, tanto
através da reducdo da capacidade de resposta dos linfécitos aos mitdgenos [28,29] quanto

pela progressiva diminuicdo da atividade das céulas NK esplénicas [30,31]. Segura et a.



[32] demonstraram que nos primeiros dias de implantagdo do tumor de Ehrlich, linfécitos
Th esplénicos do hospedeiro, apresentam-se drasticamente diminuidos, acompanhados por
uma reducd no nimero de células CD4" secretoras de IFN-g Aledo et a. [33]
demonstraram que a presenca do tumor de Ehrlich induz uma resposta aguda e répida,
caracterizada por uma diminuigdo tanto de células CD4" como de CDS'.

O tratamento com ATF, embora tenha sido capaz de retardar o crescimento tumoral,
ndo foi capaz de reverter esse quadro. Ao contrario, manteve baixa a atividade
linfoproliferativa, mesmo aos 14 dias. Ta observacdo nos faz pensar, que a fracdo ATF
potencializa a migracdo seletiva das células imunocompetentes do bago para o sitio
tumoral, de modo a inibir o desenvolvimento do tumor de Ehrlich, como demonstrado
também por Fujimyia et a. [9] no modelo de fibrossarcoma Meth A. Esta sugestéo é
corroborada pela observacéo feita por Ebina et a. [11] de que células esplénicas de animais
tratados com ATF no sitio tumoral, sGo capazes de promover imunidade adotiva e da
transferida a outros animais. A idéa é reforcada ainda pelo fato de que os animais normais
que receberam ATF (ATF), também apresentaram menor indice de proliferagdo. No 14° dia,
observa-se que a atividade proliferativa dos esplendcitos do grupo Ehr retorna aos nivels
equivalentes ao controle, enquanto nos grupos que receberam ATF, a resposta ao mitdgeno
continua baixa, possivelmente porque o tratamento promoveu a permanéncia das células
imunocompetentes no local, impedindo o estabelecimento de um estado de
imunossupressao in situ t&o intenso.

Uma observacdo inédita do presente trabalho é o fato de que esplendcitos de

animais com tumor subcutdneo de Ehrlich produzem maiores niveis de IL-10 que os

animais normais aos 7 dias de implantagdo tumoral, diferindo dos dados de Gentille [34]



gue ndo observou aumento na producéo desta citocina em camundongos com O tumor na
forma ascitica. Este fendmeno pode representar um dos mecanismos de escape do tumor de
Ehrlich subcutaneo, como sugerido também para outros tipos de tumor (ovario, célon,
pulméo carcinomas de pele, melanoma, linfomas) [14] e responsavel pela diminuicdo de
células CD4" secretoras de IFN-g observado por Segura et al. [32]. A produgdo de maior
concentragdo dessa citocina pelos esplendcitos, no ? dia, poderia ser responsavel pela
diminuicdo da atividade linfoproliferativa neste periodo, enquanto niveis normais de 1L-10
no 14° dia, sBo compativeis com a atividade linfoproliferativa norma neste periodo.
Embora os dados ndo tenham sido estatisticamente significantes, os portadores de tumor
tratados com ATF (Ehr/ATF), apresentaram producdo de IL-10 em niveis mais similares
aos controles normais que ao grupo Ehr (0,05<p<0,1). Assim, a baixa atividade
linfoproliferativa encontrada nesse grupo, ndo parece ser devida a um efeito imuno
supressor da ATF, reforcada a idéia de migracdo dos esplendcitos para o sitio tumoral.
Intrigante é o fato de que os animais do grupo ATF também tenham produzido maior
concentracdo de IL-10 que os controles, sugerindo que células de animais com tumor e de
animais normais, interagem de modo diferente com a ATF, visto que no 1° caso ha
presenca de um componente agressor. Embora a producéo de niveis mais elevados de IL-10
no grupo Ehr sgja sga sugestivo de um desvio do equilibrio Th1/Th2 em favor do perfil
Th2, ndo observou-se dteracdo na capacidade de producdo de TNF-a e IFN-gem nenhum
dos grupos estudados. E possivel, entretanto que no sitio tumora haja diferenca no perfil
das citocinas produzidas.

Em vista da baixa atividade linfoproliferativa observada nos animais inoculados

com ATF (Ehr/ATF e ATF), sentimos a necessidade de verificar se o efeito da fracéo era



devido a uma atividade litica sobre os esplendcitos ou a um efeito antiproliferativo direto.
A avdiacdo da viabilidade de esplendcitos atraves do método da exclusdo do azul trypan
indicou que a incubacdo destas células com a ATF, ndo provocou dteracdo de sua
viabilidade em comparacdo com o controle de lise espontanea. Por outro lado, a andise do
efeito direto da ATF sobre esplendcitos estimulados com Con A, revelou que adicdo de
25ug/ml promoveu inibicdo da proliferacdo de esplendcitos de animais normais comparado
ao controle, sugerindo que a fragdo ATF, nesta concentragdo, inibe diretamente a atividade
linfoproliferativa sem alterar sua viabilidade. Esta concentragéo, entretanto € muito superior
gue se detectaria in vivo, nagueles animais inoculados com o produto Assim, pensamos na
possibilidade de que a diminuicdo da atividade linfoproliferativa dos esplendcitos em
presenca da ATF, deva-se a uma interacdo desta fragdo com a Con A, provocando a
adsorcdo do mitdgeno, diminuindo sua disponibilidade para estimular os linfécitos. Para
testar essa hipotese, incubamos residuos insoliveis da ATF com Con A marcada com
fluoresceina (Con AFITC) o que revelou que h& adsorcdo do mitdégeno pelo produto
(dados n&o mostrados).

Embora tenham trabalhado com outro tipo de extracdo, Kuo et al. [35] também
observaram que a adicdo de uma fragdo metandlica do cogumelo A. blazei a cultura de
células mononucleares humanas estimuladas com fitohemaglutinina, é capaz de suprimir a
proliferacdo dessas células e que esta atividade inibitoria ndo foi devida a citotoxicidade
celular direta da frago.

Existem relatos de que a ATF e uma fracgo de baixo peso molecular extraida desta,
ndo exerceram atividade citotdxica direta sobre céulas mononucleares do baco, mas
exercem atividade citotéxica direta in vitro sobre células tumorais Meth A por inducéo de

apoptose [9,10]. Em nosso estudo, a fragdo ATF ndo demonstrou ter atividade toxica sobre



as células do tumor de Ehrlich. O mesmo foi observado por Ito et a. [6] ao demonstrarem
gue um polissacarideo (ATOM) extraido do cogumelo A. blazei ndo exerceu efeito
citotoxico direto in vitro sobre diferentes células tumorais, entre elas o tumor de Ehrlich.
Assim, nossos resultados sugerem que a acdo antitumoral da ATF ndo se deve a um efeito
direto sobre células do tumor de Ehrlich quando injetados no sitio de implantacdo do tumor.
Deste modo em vista dos dados obtidos, podemos concluir que a ATF inoculada no sitio de
implantacdo tumoral é capaz de retardar 0 crescimento tumoral mas ndo provoca
imunoestimulacdo de esplendcitos. Visto que o produto ndo tem acdo citotoxica direta
sobre as células tumorais, sugerimos que a acdo antitumoral deve-se a promocgdo da
migracdo de células imuno competentes para o sitio tumoral, hipétese a ser testada em

experimentos posteriores.
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Fig.1. Efeito da fracdo ATF nas concentraces de 0,5, 1 e 2,5 mg/animal acompanhado
através da medida do didmetro da area ocupada pelo tumor para se estabelecer a dose mais

eficiernte em conter o crescimento tumoral.



Tabela 1

Atividade citotéxica direta da ATF sobre células do tumor de Ehrlich

Viabilidade (%)

ATF (ug/ml) 2h 4h 10h 24h
100 100 98 100 100
20 97 98 95 97
10 97 100 98 1
5 97 97 98 97
Tabela 2

Atividade citotoxica direta da ATF sobre linfocitos esplénicos de animais normais

Viabilidade (%)

ATF (ug/ml) 2h 4h 24h
0 100 100 77

100 100 100 67

20 100 100 84

10 100 100 76
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