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RESUMO

O céancer é responsavel por 13% das mortes em ambito mundial e cada vez mais se faz o uso de
medicamentos e alimentos alternativos. Durante o desenvolvimento das neoplasias malignas a
imunossupressdo pode ser agravada ou pela propria doenca ou pelas formas agressivas de
tratamento como a quimioterapia. Um cogumelo medicinal que tem despertado o interesse de
pesquisadores pela sua acao sobre o sistema imunoldgico € de origem brasileira e por ter varias
sinonimias (como Agaricus blazei e Agarius sylvaticus) foi chamado de Agaricus neste estudo.
Com o objetivo de analisar o efeito da quimioterapia e da suplementacdo com Agaricus sobre
0 comportamento do sistema imunoldgico de pacientes com cancer em tratamento
quimioterapico, foram verificados os prontudrios de pacientes ambulatoriais voluntarios,
acompanhados em uma clinica particular de oncologia, 0s quais realizaram uma analise
quantitativa através dos registros de contagem de células do sistema imunoldgico, entre elas as
células “Natural Killer” (NK). Foram estudados 36 pacientes com diferentes tipos de cancer
confirmado por exame histopatoldgico e com indicacdo de tratamento quimioterapico. Do total,
11 pacientes do grupo controle foram submetidos a quimioterapia, sendo que 10 deles (90,9%)
apresentaram reducdo significativa das células NK (p=0,005). Outros 15 pacientes se
submeteram a terapia adjuvante com Agaricus, sendo que 10 deles (66,7%) apresentaram
aumento significativo das celulas NK (p=0,004). Dentre os 10 pacientes que iniciaram a
suplementacdo ap6s ja estarem sendo submetidos ao tratamento quimioterapico, 8 (80,0%)
apresentaram aumento das celulas NK (p=0,027). Os 11 pacientes do grupo controle iniciaram
suplementacdo apds a contagem de células NK durante a quimioterapia e a partir dai 100%
deles apresentou aumento das células NK (p=0,001). Ficou evidenciado um aumento do nimero
de células NK ap06s a suplementacdo com Agaricus, e acreditamos que esta terapia nutricional
seja promissora no tratamento do cancer através da imunomodulacao.

DESCRITORES: Agaricus, Cancer, Células NK, Resposta Imunoldgica.



ABSTRACT

Cancer is currently responsible for 13% of the worldwide deaths and researches on alternative
treatments have drawn attention. During the development of malignant neoplasm,
immunosuppression can be aggravated or affected by disease itself, or by aggressive sorts of
treatment, such as chemotherapy. A medicinal mushroom that has aroused the interest of
researchers is of Brazilian origin and once it has several synonyms (as Agaricus blazei and
Agarius sylvaticus) is referred in this article as Agaricus. Objectifying to analyze the behavior
of the immunologic system of cancer patients being treated with chemotherapy and the effect
of dietary supplementation with Agaricus, were verified the records of voluntary outpatients
diagnosed with cancer and indications for chemotherapy, followed in a particular clinical
oncology, and conducted a quantitative analysis of the records of NK cell count. We involved
36 cancer patients with chemotherapy indication. From these, 11 patients from the control
group were submitted to chemotherapy, and 10 of them (90.9%) presented significative
reduction of NK cell-number (P=0.005); 15 patients were submitted to pretreatment with
Agaricus, and 10 (66.7%) presented significative improvement of NK cell-number (P=0.004);
10 patients started supplementation after chemotherapy had started, and 8 (80.0%) presented
improvement of NK cell-number (P=0.027). The 11 control group patients opted to adhere to
the supplementation after NK cell-count during chemotherapy, and 100% of them showed a
raise in NK cell-number (P=0.001). Evidence strongly suggests that Agaricus
supplementation causes a significant raise in the number of NK cells in cancer patients
submitted to chemotherapy, and we believe this nutritional therapy can give support to cancer
treatments, by providing immunopotentiation.

Key words: Agaricus, Cancer, NK cells, Immune response
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1 INTRODUCAO

Ha mais de 500 mil anos quando o moderno era
viver dentro das cavernas, um homem, acusado de
louco, saiu em busca de coisas novas e assim
construiu a humanidade dos dias atuais.

Hoje, prefiro ser como aquele louco e sair das
nossas ‘“‘modernas cavernas” em respeito aqueles
que precisam de mim na luta pela propria vida.

Jorge Laerte Gennari

Em 2008, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes de mortes, o que representou 13%
de todas as mortes ocorridas no mundo. Estima-se que em 2030 o ntimero de mortes seja da
ordem de 11 milhdes (WHO, 2011). No Brasil, ocorrem mais de 130.000 mortes por cancer
por ano e as estimativas para o ano de 2011, apontam que ocorrerdao cerca de 489.270 casos
novos de cancer (INCA, 2009).

A biologia, a etiologia e a fisiopatologia do cancer ndo estdo totalmente
estabelecidas, porém seus fatores de risco como o tabagismo, sobrepeso ou obesidade, baixa
ingestdo de frutas e vegetais, inatividade fisica, alcoolismo, doencgas sexualmente
transmissiveis (DST), inalagdo de gases combustiveis e poluicdo estdo intimamente
relacionados com uma deficiéncia da resposta imunoldgica. Apesar disso, pesquisas
envolvendo o sistema imunologico e o cancer ainda buscam o seu consenso, talvez pelo fato
da imunologia ser uma ciéncia relativamente jovem com pouco mais de um século, se for
considerado a figura de Louis Pasteur como o "pai da imunologia”. A histéria da imunologia
comeca na década de 1950 (LUENGO, 2005), e foi somente com os estudos das proteinas
receptoras e identificadoras que houve o grande salto cientifico na area, em especial na sua
relagdo com o cancer (BEUTLER, 2004).

Durante o curso de uma neoplasia maligna , o processo de imunossupressao que pode
ocorre em muitos pacientes pode ser agravado ou pela propria doenga ou pela administragdo

da terapéutica agressiva, incluindo cirurgia, radioterapia € ou quimioterapia (QT), resultando
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em baixa contagem de linfocitos T e B, refletindo nas células CD4 e CD8, bem como sobre as
células natural killer (NK) (TSAVARIS et al., 2002; CROUGH et al., 2004). Por outro lado,
diversos trabalhos tém enfatizado que o alto numero de células NK pode melhorar
significativamente o prognéstico dos pacientes com neoplasias malignas (MOTOHASHI,
NAKAYAMA, 2008; ALMEIDA-OLIVEIRA; DIAMOND, 2008) enquanto estudos
epidemioldgicos associam o aumento do risco de cancer com a baixa atividade das células NK
(IMALI et al., 2000; NAKACHI et al., 2004) e, a0 mesmo tempo, outros comprovam o efeito
imunossupressor da quimioterapia sobre as células NK (MOZAFFARI et al., 2007).

Recentemente acompanhamos a luta de José de Alencar contra um cancer que durou
longos anos e que foi marcada pelo acesso aos melhores hospitais, melhores profissionais e
principalmente a equipamentos modernos e medicamentos novos, alguns ainda experimentais.
Durante 14 anos de internagdes e cirurgias José de Alencar confessa apos receber alta de uma
operagao de 17 horas para a retirada de tumores na regido superior do abdomen: “Sei que
todos deveriam ter esse tratamento. Se tivessem, as expectativas de vida seriam outras”, disse,
em fevereiro de 2009 (SANTANA, 2011).

Em estudo realizado por Brito, Portela e Vasconcellos (2005) sobre o atendimento ao
paciente com cancer de mama do Rio de Janeiro, a dificuldade de acesso aos servigos de
satde com finalidade diagndstica, a pouca efetividade da politica de deteccdo precoce para o
cancer de mama, a baixa produtividade de algumas unidades assistenciais, e a desintegracao
entre os diversos niveis do sistema seriam provaveis fatores para a demora na detec¢ao do
cancer de mama e consequentemente, um aumento do numero de casos com pior prognostico.
Nem mesmo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), centro de exceléncia no tratamento
gratuito de cancer no pais, escapa das falhas na prestagdo de servico a quem depende do
sistema publico, o qual tem como gargalo a oferta limitada de vagas. Em 2010, para ser
atendido em um dos seus centros de exceléncia, havia uma fila de 1.626 pessoas
(SINDFARMAIJP, 2010).

Nos ultimos anos, varias sdo as matérias jornalisticas como a matéria realizada pela
jornalista Souza (2010), intitulada “Oncologia no Estado vira caso de Policia”, que aponta a
falta de atendimento aos pacientes com cancer no Estado de Sergipe. Afundada neste caos
desalentador da saude publica, a procura por novas perspectivas de cura vem langando uma
grande parcela da populacdo aos tratamentos alternativos, mesmo sem indicagdo ou controle

profissional adequado. Preenchendo este cenario, surgem os produtos de origem natural, os
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quais sdo erradamente, mas propositalmente, vendidos como fitomedicamentos, com sua
maior acessibilidade e com a promessa da auséncia de efeitos colaterais. O uso de
medicamentos a base de plantas data do inicio da civilizagdo e ainda hoje, em especial nos
paises asiaticos, ocupa grande espaco na preferéncia popular e cientifica at¢ mesmo no
combate a doencas como o cancer. Nao se pode esquecer ainda que muitos dos farmacos de
desenvolvimento complexo foram obtidos através dos estudos de moléculas encontradas na
natureza como ¢ o caso do Taxol®, quimioterdpico usado contra o cancer (KINGSTON,
2001).

Mesmo com o advento dos modernos farmacos sintéticos de alta especificidade, a
terapéutica com plantas medicinais jamais deixou de ser utilizada. Ao contrario, seu consumo
tem se mantido em ascensdo. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca
de 80% da populagdo mundial faz uso de produtos a base de plantas medicinais, um mercado
de cerca de 60 bilhdes de dolares (WHO, 2002). Somente no Brasil, o setor fitoterapico
movimenta anualmente um bilhdo de reais em toda sua cadeia produtiva e emprega mais de
100 mil pessoas no Brasil, segundo dados publicados no site da Associagdo Brasileira das
Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento Alimentar ¢ de Promocdo da Saude (ABIFISA,
2008).

Os paises desenvolvidos, como a Alemanha e Estados Unidos, sdo os maiores
consumidores dos produtos de origem natural e os utilizam por motivos diferentes daqueles
dos paises subdesenvolvidos. Nos paises desenvolvidos, a maior preocupagao com os efeitos
adversos dos farmacoquimicos ¢ preponderante sobre a maior acessibilidade que € maior
causa do consumo desenfreado nos paises subdesenvolvidos (FERREIRA, 1998).

Certamente um conjunto de fatores como as deficiéncias no sistema de saude oficial,
o alto custo dos farmacoquimicos, a fragilidade da educacao e aspectos culturais influenciam
na decisdo da op¢ao por fitomedicamentos, infelizmente nem sempre com a seguranga
adequada. E fato que a aceitagio popular dos produtos de origem natural ¢ baseada,
sobretudo, na crenga da sua eficicia e da suposta impossibilidade de efeitos adversos
(FERREIRA, 1998; WHO, 2002). E evidente que extratos ou infusdes de plantas podem ser
usados desde que sejam verificados todos seus efeitos e limitagdes.

Os cogumelos sdao usados com fins medicinais a milhares de anos. O mais antigo
manuscrito acerca de propriedades medicinais em cogumelos foi encontrado na China e data

de cerca de 3000 AC. A utilizagdo de cogumelos com finalidades nutritivas e medicinais,
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como recurso terapéutico popular de uso empirico, era e ainda ¢ feita por milhdes de
individuos, em especial no oriente. Através das geragdes, foram sendo transmitidas as
qualidades medicamentosas de vegetais ou fungos para inumeras doencas humanas. Tal
crédito se dava mesmo sem que a ciéncia da €poca tivesse meios para detectar seus principios
ativos, responsaveis pelos mecanismos de acdo no combate as diversas patologias,
principalmente naquelas cujas desordens do sistema imunoldgico sdo preponderantes. Na
farmacopéia Chinesa sdo reconhecidas mais de cem espécies de cogumelos no uso da
medicina tradicional e muitos medicamentos sao derivados de cogumelos, sendo produzidos
por industrias farmacéuticas do Japao, Coréia, China e USA (SMITH; ROWAN;
SULLIVAN, 2002).

No Brasil, um cogumelo conhecido popularmente como cogumelo do sol, estd
ganhando a aten¢do devido a sua forte propriedade antioxidante (PERCARIO et al., 2009),
pela sua capacidade de impedir a formacao de placas de ateroma (PERCARIO et al., 2008) e
pelo seu elevado teor de B-glucana, cuja aplicacdo vem sendo estudada em pacientes com
cancer pelo seu efeito imunomodulador (ROSS et al., 1999). A presenca de substancia
antiangiogénica com ac¢do antitumoral e antimetastatica tem sido outra area de importantes
estudos neste cogumelo (TAKAKU; KIMURA; OKUDA, 2001; KIMURA et al., 2004).

Considerado por alguns uma espécie particular de cogumelo medicinal, e por isso
despertando muito interesse em pesquisadores de todo o mundo, o cogumelo de origem
brasileira ¢ conhecido na literatura especializada com varias sinonimias como Agaricus
blazei, Agaricus sylvaticus ou Agaricus brasiliensis, promovendo certa confusdo taxonomica,
porém, um estudo de DNA com amostras de todos eles realizado por Kerrigam (2005),
verificou que se tratava de uma espécie previamente descrita como Agaricus subrufescens,
enquanto Urben (2007) ja verificava que as amostras brasileiras se tratavam de uma so
espécie. Assim, para maior simplicidade, sera referido neste estudo apenas como cogumelo
Agaricus, sendo que a origem da espécie utilizada neste estudo vem de cultura em campo

aberto na regido da cidade de Piedade, Sao Paulo, Brasil.



16

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANATUREZA DOS COGUMELOS

Os cogumelos comestiveis sdo fungos, e assim, pertencem ao Reino Fungi com suas
caracteristicas peculiares e bastante especiais. S3o seres vivos eucaridticos, ndo fazem
fotossintese € ndo produzem seu proprio alimento. Sao aerdbicos e geralmente necessitam de
fontes orgénicas para sua sobrevivéncia. Nao realizam fotossintese e a nutri¢do ¢ feita por
absor¢do produzindo entdo enzimas que hidrolisam uma grande variedade de substratos para
torna-los assimildveis. Para seu desenvolvimento e manutencao exigem glicose, sacarose,
maltose, amido, célcio e celulose, além de elementos como ferro, zinco, manganés, cobre ¢
molibdénio. Ressaltando a importancia da qualidade do seu meio de cultivo, certos fungos
comestiveis requerem fatores de crescimento que ndo conseguem sintetizar como vitaminas
do tipo tiamina, biotina, riboflavina, acido pantoténico e aminoacidos (URBEN et al., 2001).

Os fungos sdao agentes responsaveis em grande parte pela decomposicdo das
substancias organicas, sendo excelentes biodegradadores e, por isso, sdo conhecidos como os
“lixeiros do universo”. De pratico, o que chama a atencdo nestas caracteristicas ¢ a grande
possibilidade de mudancas radicais em sua composi¢do bioquimica de acordo com seu
ambiente de crescimento. De fato, seu crescimento esta diretamente relacionado com o pH do
substrato, a temperatura do ambiente, a incidéncia de luz, a quantidade de oxigénio do
ambiente e a presenca de dgua, inclusive da agua no ar (URBEN et al., 2001). Assim, a
composi¢ao dos cogumelos vai depender ndo s6 da sua capacidade de biodegradagdo, que
pode variar de espécie para espécie, mas também da constituicdo do substrato e das condigdes
ambientais onde ele estd sendo cultivado. Entendemos que isto se torna de grande importancia
na escolha do produto para fins de pesquisa o que pode estar levando a resultados
controversos encontrados na literatura.

Os cogumelos comestiveis, como o Agaricus do nosso estudo, tem estrutura
filamentosa, ou seja, sdo organismos pluricelulares em forma de tubo formando col6nias
algodonosas ou aveludadas (bolores). Esses elementos filamentosos sdo chamados de hifas. O

conjunto de hifas forma os micélios que se desenvolvem geralmente dentro do substrato onde
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o fungo se fixa e desenvolvem formagdes que emergem do substrato, tornando-se visiveis,
formando entdo os corpos de frutificacdo, popularmente conhecidos por cogumelos.

O uso historico dos chas de cogumelos com fins medicinais, especialmente enraizado
na cultura oriental, levou aos pesquisadores a estabelecerem seus estudos nos corpos de
frutificacdo, porém a particularidade da forte influéncia do substrato e ambiente no
crescimento e composi¢do bioquimica final do fungo, além de encarecer e dificultar a
producdo adequada pode ocasionar diferengas bioquimicas importantes nos extratos finais.
Assim, hoje ndo sdo poucos os estudos realizados diretamente com o micélio na tentativa de
obter subprodutos de maior qualidade, principalmente quando se estuda seu possivel efeito
antitumoral. No entanto, seu crescimento a luz solar e sob a influéncia de um meio de cultura
adequado, tem promovido no corpo de frutificacdo o surgimento de nutrientes importantes na
alimenta¢do humana como varios tipos de minerais, vitaminas, fibras, proteinas e carboidratos
(FURLANI; GODOY, 2007), em especial uma classe de polissacarideos muito pesquisada e

de interesse mundial pelos seus efeitos sobre o sistema imunologico, as glucanas.

2.2 AS GLUCANAS DOS COGUMELOS

As B-glucanas, B-(1—3),(1—6)-glucanas, talvez as mais estudadas no cogumelo pelo
seu efeito imunomodulador, pertencem a um grupo heterogéneo de polimeros de glicose,
consistindo de uma cadeia principal de B (1—3) ligada a B-D-glucupiranosil unidos com [
(1—06) ligadas a cadeia principal lateralmente em sua extensdo (TZIANABOS, 2000). Estes
polissacarideos sdo as principais estruturas das membranas das células dos cogumelos, plantas
e algumas bactérias, ndo sendo encontrados em animais multicelulares. Na verdade, o
Agaricus utilizado neste estudo contém 120mg de B-glucana/g (HI et al., 2008).

Nos humanos, o que acontece apds a ingestdo da glucana até sua absor¢do nao esta
bem elucidado. No entanto, estudos em animais sugerem que a glucana ap6s ser absorvida no
intestino ¢ rapidamente capturada pelos macrofagos e entdo fragmentada. Estes pequenos
fragmentos sdo liberados na circulagdo onde agem diretamente nos granuldcitos, monocitos e

células dendriticas (CHAN; CHAN; SZE, 2009).
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Em pesquisa realizada por De Felippe Junior (1993), ficou demonstrado diminui¢ao
do risco de infeccdo bem como da mortalidade em pacientes hospitalizados com multiplos
traumas que se submeteram a tratamento com glucana endovenosa, obtida do fungo
Saccharomyces cerevisiae. Por outro lado, dados indicam wum potencial efeito
imunomodulador que algumas glucanas como o PSK®, retirado do micélio do cogumelo
Coriolus versicolor, ¢ o PSP®, retirado do corpo frutifero do mesmo cogumelo, tem
demonstrado efeitos sobre o sistema imunologico em ensaios clinicos controlados,
aumentando alguns parametros imunologicos como a atividade das células natural killer e a
citotoxicidade dos leucdcitos (NIO et al., 1992; TSANG et al., 2003).

As glucanas sdo detectadas pelo sistema imune inato e adaptativo (JANEWAY,
1992; MUTA; IWANAGA, 1996; BATTLE et al., 1998). Os receptores das B-glucanas tem
sido frequentemente encontrados em uma variedade de leucécitos, incluindo os macréfagos,
neutréfilos, eosindfilos e células NK (HOFER et al.,, 2001), bem como células ndo
pertencentes ao sistema imunologico como células endoteliais, epiteliais, alveolares e
fibroblastos. Este mecanismo de recep¢do das [-glucanas, ndo estd ainda muito bem
esclarecido, embora sejam varios os receptores apontados, como CR3, Lactosilceramide
(CDw17), receptores varredores, e dectinas. Dentre estes, as dectinas-1, sdo as que mais
claramente tem o papel na media¢do da resposta biologica (BATTLE et al., 1998; BROWN;
GORDON, 2003).

2.3 0 COGUMELO E O SISTEMA IMUNOLOGICO

Aos cogumelos sdo imputadas varias propriedades medicinais, incluindo antiviral,
antibacteriana, anti-inflamatdria, hipoglicemiante e anti-hipertensiva. No entanto, o efeito
antitumoral ¢ de longe o mais interessante, provavelmente devido a presen¢a de moléculas de
imunoestimulantes, tais como B -glucan (MIZUNO et al., 1995) e antioxidantes.

Hé muito, pesquisas vem destacando a capacidade de alguns cogumelos comestiveis
em aumentar o numero ¢ a atividade das células NK (NAKAMURA; MATSUNAGA, 1998;
COSISKI MARANA; SILVA; ANDRADE, 2000), de fato, em tumor de Ehrlich induzido em

ratos, o cogumelo Agaricus blazei promoveu baixa atividade proliferativa, provavelmente
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devido a um aumento das células NK (KANENO et al., 2004). Um efeito similar foi
observado pela administragdo do Pleorotus ostreatus (SHYLYAKHOVENKO; KOSAK;
OLISHEVSKY, 2006). Além disso, o Agaricus bisporus, um cogumelo comestivel
largamente consumido, aumentou a atividade das cé¢lulas NK em um modelo animal de tumor
(WU etal., 2007).

Evidéncias sugerem que o efeito sobre o sistema imunoldgico ocorra através da
estimulacdo da maturacdo, diferenciagdo ou da proliferacdo das células envolvidas no
mecanismo de defesa. A maioria destes efeitos ¢ pautada na habilidade bioativa dos
polissacarideos ligados ou ndo a proteinas contidas nos mais diversos tipos de cogumelos.
Esta habilidade parece interferir em quase todo o “mapa” fisioloégico do sistema imunolédgico.

Em estudo “in vitro” realizado com o extrato do Agaricus, utilizando amostras de
sangue humano de voluntarios sadios, notou-se ativagao do sistema de complemento e
consequente aumento da atividade citotoxica das células nucleadas do sangue periférico
(SHIMIZU et al., 2002). Importante ¢ lembramos que a ativagdo do sistema do complemento
inicia uma cascata de eventos bioldgicos capazes de modificar uma resposta imunologica.

Em outro estudo “in vitro” com fragdes etandlicas do Agaricus utilizando
macrofagos de camundongos fémeas ficou demonstrado a ativagdo dos macrofagos através do
aumento da secrecdo do interferon (INF)-o, da interleucina (IL)-8 e do o6xido nitrico
(SORIMACHI et al., 2001). Mais tarde, em outro estudo, agora com extrato aquoso do
Agaricus, em camundongos fémeas, notou-se um aumento da producao de anticorpos pelos
macrofagos peritoneais através da expressao da IL-6 e IL-1 (NAKAJIMA et al., 2002).

Em estudos anteriores, onde se verificou a acdo da glucana extraida de cogumelos
administrada por via oral em camundongos machos, foi demonstrado o aumento do numero
de macrofagos, aumento da atividade enzimatica, o aumento da atividade fagocitaria bem
como do aumento da producao de IL-1 (SUZUKI et al., 1990; SAKURALI et al., 1992).
Voltando a cascata de eventos do sistema imune, a ativagdo dos macréfagos promove
mudangas na resposta imunoldgica com a estimulagdo da maturacdo e proliferagdo dos
linfocitos.

Extratos alcodlicos obtidos do corpo frutifero de Agaricus foram testados em
camundongos (administragdo intratumoral) e proporcionaram o aumento das células CD3,
CD4, CDS, CD56 (NK), linfocitos B e macréfagos. O aumento da citotoxidade celular das

células NK bem como efeito tumoricida direto também foram evidenciados (FUJIMIYA et
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al., 1998). No mesmo ano, estudo com administragao via oral de extratos do mesmo cogumelo
obtiveram resultados semelhantes (MIZUNO et al., 1998). Enquanto a maioria dos estudos se
voltava para o efeito estimulador sobre o sistema imune, Kuo et al. (2002) dirigiram seus
estudos para verificar o efeito modulador dos extratos em preparagcdes “in vitro” com
amostras de sangue de pacientes saudaveis através da determinacao da produgado da IL-2, IL-4
e [FN-y.

Nos ultimos anos vem crescendo a realizacdo de estudos clinicos comprovando o
efeito bioldgico anteriormente encontrado em estudos “in vitro” e “in vivo” animal. Porém,
talvez os mais marcantes resultados obtidos em estudos que testaram a agdo de cogumelos
utilizados por via oral em humanos ja haviam sido elencados h4 dez anos por Hobbs (2000).
Efeitos como a ativa¢do do complemento, ativacdo dos macrdéfagos, aumento da produgdo de
anticorpos, aumento da produgdo de IL-1, ativacdo dos leucdcitos, ativagao e proliferacdo dos
linfécitos T “helper” e ativacdo das células NK foram conseguidos em estudos clinicos com
glucanas de cogumelo, com a chamada Lentinan ®, retirada do cogumelo Lentinus edodes
(GORDON et al., 1998) e com outra obtida do micélio do cogumelo Schizophyllum
commune, que ja havia sido testada em 15 pacientes com cancer e ja mostrava resultados
promissores no aumento do nimero de linfocitos (KIMURA et al., 1994).

Sequencialmente, o que se viu em anos posteriores foi uma verdadeira replicacdo de
trabalhos realizados na década de 90 em mais de uma centena de centros de pesquisa,
inclusive em varios centros universitarios brasileiros que, ainda hoje, vem insistentemente
realizando novamente o que ja foi exaustivamente estudado “in vitro” e “in vivo” animal em
anos anteriores, porém quase nada se encontra quando se trata de pesquisas em seres

humanos.

2.4 A INTERACAO ENTRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA E O CANCER

Por intermédio de uma complexa rede de interagdes o sistema imunoldgico € capaz
de reconhecer ameacgas externas e internas colaborando na manuten¢do da homeostase
organica. A forma do mecanismo imune contra as células tumorais ¢ basicamente a mesma no

combate a qualquer outra célula estranha. Muitas destas respostas envolvem antigenos
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presentes na superficie das células tumorais e a imunidade especifica ao tumor assemelha-se
intimamente com aquelas que ocorrem nas rejeicdes de transplantes heterdlogos envolvendo
os fenomenos relativos a fragilidade dos antigenos de oOrgdos transplantados
(BEREZHNAYA, 2010).

A fixag¢do do antigeno na superficie das células tumorais ¢ uma consequéncia das
mudangas plasticas destas células, e sdo especificas para cada tumor ou grupo de tumores.
Existem antigenos que estdo presentes somente nas membranas das células tumorais,
conhecidos como Antigeno Especifico Tumoral (TAA) e sdo ausentes nas células normais.
Eles estdo na superficie das células e provocam uma resposta imune especifica quando
introduzidos no hospedeiro, isto €, o agente oncogénico influencia a origem do antigeno
recentemente adquirido (SCHINDLER, 2005).

O sistema imunolégico reage de maneira especifica (adaptativa) e nao especifica,
quando se referem as reagdes inatas (inespecifica). Estas acdes inatas consistem nas primeiras
linhas de defesa contra elementos estranhos ao corpo humano, até o desenvolvimento do
sistema imune adaptativo. A imunidade inata ndo age independentemente da Imunidade
adaptativa ou especifica, ambas se complementam na defesa dos organismos agredidos ¢ a
luta ndo para até o rendimento total de uma das partes (BEUTLER, 2004). Em geral a maioria
das moléculas estranhas ou micro-organismos patogénicos encontram, por parte dos
individuos com satude equilibrada, uma reagdo imunoldgica inata como primeira defesa, para
em seguida acionar as defesas imunolédgicas especificas ou adaptativas (WOOD, 2006).

O reconhecimento do antigeno ¢ fundamental para a resposta do sistema imune
adaptativo e tem origem pela parte interna das células que sdo apresentadas na superficie das
células hospedeiras como pequenos fragmentos de polipeptidios. Por exemplo, a célula
hospedeira que foi infectada com um virus, expressard pequenos fragmentos de proteinas
virais em sua superficie, que sera instantaneamente reconhecida pela célula T citotdxica. Estes
fragmentos de antigenos sdo apresentados na superficie das células por um grupo de
moléculas especializadas. Isto ¢ codificado em um local dos genes conhecido como “Major
Histocompatibility Complex” e sao chamados de moléculas de MHC. As células T usam seus
receptores especificos de antigenos (TCRs) para reconhecer os peptideos antigénicos ligados a
estas moléculas de MHC. O antigeno inicia e impulsiona toda resposta do sistema imune
adaptativo. O sistema imune assim envolvido para reconhecer os antigenos, destroi-os e

elimina as fontes de sua producdo como bactérias, células infectadas por virus, células
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tumorais e etc. Quando o antigeno ¢ eliminado, aquela resposta imune se desliga (MAYER;
NYLAND, 2006).

Outra arma da resposta imune adaptativa ou especifica ¢ ativada pela imunidade
mediada por células (IMC), cuja resposta confere ao corpo humano defesas de
responsabilidade dos linfocitos T e varias células do sistema imunologico adaptativo. Elas
protegem o organismo contra bactérias intracelulares, viroses e células neoplésicas, sendo
responsaveis por sua destrui¢do. A identificacdo do tumor pelas células “T-Killer” dependem
de varios antigenos presentes nas c€lulas tumorais, € conta com a ajuda dos linfocitos B,
macrofagos e células dendriticas que providenciam os receptores proprios para
reconhecimento e destruicdo destas células tumorais pelos “T-killer”. Entrando em contato
com as células tumorais através de seus receptores, os linfocitos “T—Killer” formam uma
intima ligacdo usando ions de magnésio (Mg) e excretando perforinas que expostas nas
membranas das células tumorais e na presenca de ions de célcio (Ca) conseguem formar
ductos através dos quais penetram um excesso de dgua para dentro desta célula provocando
sua implosdo. Esta importante missao dos linfocitos T ¢ principalmente realizada pela célula
NK (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).

Ainda relacionando o sistema imune com doengas, temos estudos que comprovaram
que o estresse afeta o sistema imunologico, através da reducdo da citotoxidade dos linfécitos e
diminui¢do das respostas aos mitdogenos e aos antigenos (SKLAR; ANISMAN, 1981;
RAKHMILEVICH et al., 1996; GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000), redu¢ao do numero
dos linfocitos circulantes (EDWARDS; DEAN, 1977); e reducao da citotoxidade dos
macrdéfagos (PAVLIDIS; CHIRIGOS, 1980). Como resultado desta situagdo os organismos
ficam mais suscetiveis a varias doencas, inclusive o cancer (GHONEUM; ASSANAH;
STEVENS, 1987).

O conceito da vigilancia imunolégica na realidade desenvolveu-se nos ultimos dez
anos, entretanto, as varias hipdteses convergem sempre pela identificagcdo e destrui¢do dos
resultados de mutagdes somaticas ou herancas que representam um potencial perigo para
continuidade da vida. Um exemplo de tais ameagas ¢ a instalagdo de uma doenga maligna. Do
ponto de vista da medicina humana, a esséncia desta hipotese ¢ que sem a vigilancia
imunoldgica, o cancer seria mais frequente e ocorreria com maior incidéncia em individuos
mais jovens. A hipotese que persiste atualmente no aparecimento dos tumores, ¢ que durante a

vida de um individuo, os carcindgenos representados pelos seus agentes quimicos, fisicos e
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biologicos agridem constantemente suas células normais provocando algumas vezes
mudangas no seu DNA, tendo como resultado, um novo tipo de célula, a célula cancerosa.
Esta tem a propriedade de possuir um poder mitdtico interminavel, a imortalidade, isto &,
desconhece a morte por apoptose, tem a propriedade de formar metastase pelo implante de
brotos neopléasicos em oOrgaos diferentes do primitivo e uma habilidade de manter inerte o
poder de reacdo do sistema imunologico. Infelizmente, as células tumorais podem evitar a
resposta imune, um processo chamado de escape tumoral, por um mecanismo ainda nao muito
esclarecido. Sabe-se apenas que algumas expressdes antigénicas dos complexos peptidicos
das células cancerigenas podem nao ser reconhecidas pelos linfocitos T. Além disso, algumas
células tumorais podem suprimir a resposta imune alterando fungdes dos linfocitos e
macrofagos (NIZAR et al., 2009).

O ponto paradigmatico dos tratamentos convencionais do cancer esta no fato de que
ao mesmo tempo em que promovem a destrui¢ao das células tumorais destroem também o
sistema imunologico, que neste instante pode ser considerado como a ultima linha de defesa
do organismo contra o cancer (AL-SARRAF et al., 1970; HARRIS et al., 1976; TSAVARIS
et al., 2002; ZITVOGEL et al., 2008; BARRET; LE BLANC, 2009). A grande proposta
cientifica dos dias atuais estd na combinacao dos quimioterapicos adequados com estratégias
de manutengdo do alerta imunoldgico. Nao se questiona o grande avanco na luta contra o
cancer obtido pelo desenvolvimento dos fArmacos quimioterapicos, mas sim a negligéncia em
ndo proporcionar tratamentos coadjuvantes com o objetivo de manter agucada a resposta
imune.

Pacientes com cancer de mama e sobre a influéncia de tratamento com quimioterapia
tiveram seu sistema imune estudado ficando demonstrados os efeitos negativos desta terapia
sobre o numero ¢ a atividade das células NK. Uma diminui¢ao dos linfécitos bem como da
resposta humoral causada pelos quimioterapicos foi identificada (SOLOMAYER et al., 2003).
Resultados semelhantes ja haviam sido obtidos em estudo com pacientes com céancer de

ovario (LUKOMSKA et al., 1983).
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2.5 A CELULA NATURAL KILLER

A célula natural killer pertence a um subgrupo de linfocitos identificaveis
imunologicamente pela presenga de granulagdes em seu citoplasma que contém perforinas,
granzimas e proteoglicanas. A exocitose desses granulos pode lisar osmoticamente as células
alvos e também induzir a morte por apoptose pelas vias perforinas/granzimas B, caracterizada
por mudancas morfoldgicas e fragmentagdo nuclear quando ha penetragao dos granulos no
seu interior. Por essa via de acdo alguns pesquisadores vem encontrando acdo seletiva de
fragdes do extrato do Agaricus como tumoricida para células cancerosas em camundongos
(FUJIMIYA et al., 1999)

As NK expressam em sua superficie o antigeno CD-56 que tem grande capacidade de
lisar células alvos. Elas usam um sistema de reconhecimento nao necessariamente especifico
o que lhe confere o nome de natural killer. Répida e potente, sua acdo citotoxica pode ocorrer
em minutos. Foram os primeiros linfocitos identificados, que possuiam a capacidade de matar
as c¢lulas tumorais, sem uma ativagao ou imunizagao premeditada, fazendo parte, portanto, da
primeira linha defesa contra células tumorais. Posteriormente, estudos comprovaram sua
capacidade de também destruir virus, e atacar preferencialmente células com caréncia de
expressao antigénica MHC classe I em sua superficie (WU; LANIER, 2003). Tanto “in vitro”
como “in vivo” esta habilidade citotoxica pode ser acentuada pela presenga das citocinas tais
como as interleucinas representadas pelas IL-2, IL-12 e IL-15 e os interferons, representados
pelos IFN-a e IFN-y.

Quando as células estdo sob a acdo de uma modificagdo genética (tumor) varias
moléculas sao produzidas e depositadas na superficie destas células. Um primeiro receptor de
cé¢lulas NK chamado “Receptor Ativador Killer”, reconhece estas moléculas induzidas por
esta acdo subversiva, e nesta interagdo envia um sinal positivo que habilita a célula NK a
matar a célula estranha. Este mecanismo sera abortado se o segundo receptor chamado
“Receptor Inibidor Killer”, reconhecer a molécula MHC-1 em sua superficie, que estdo
presentes em todas as células humanas normais. Se a molécula MHC-1 estiver expressa na
superficie da membrana celular, o receptor inibidor killer enviara uma mensagem negativa

que anula a mensagem matadora, preservando assim a célula. Esta funcdo prioritaria das
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células NK discriminando entre células normais e células tumorais tém sugerido novas
estratégias para combater doencas cancerosas nos humanos (WU; LANIER, 2003).

Viroses e transformagdes neoplasicas interferem, com a habilidade destas células
infectadas ou células tumorais para expressar a molécula MHC-1, assim sem o sinal de
inibicao, ¢ ativada a mensagem do receptor ativador da célula NK e inicia-se o processo de
destrui¢do das células patogénicas.

Os estudos em humanos ndo atingiram ainda uma fase conclusiva quanto a a¢ao das
células NK na prevencdo e cura de tumores malignos devido a grande dificuldade em se
promover o acompanhamento dos pacientes por um longo tempo. Entretanto sabemos que
pacientes imunodeficientes bem como pacientes transplantados em esquemas de tratamentos
imunossupressores, que diminuem a atividade destas células, apresentam maiores incidéncias
de neoplasias malignas (RODER et al., 1980; SULLIVAN et al., 1980; GUI; RINALDO; HO,
1983).

Um estudo prospectivo realizado na populagdo japonesa com 11 anos de seguimento
revelou que individuos com menor atividade das células NK apresentaram maior risco de
desenvolver cancer (IMAI et al., 2000). Outros estudos ja vinham demonstrando que a
redu¢do do ntimero de células NK no sangue periférico ¢ caracteristica de pacientes com
cancer, quando comparados com individuos sadios (HERSEY et al., 1979; SIBBITT et al.,
1984; MICKEL et al., 1988). Estas talvez sejam as primeiras evidencias da importancia da
resposta imune no combate e prevencao do cancer e, em estudo posterior, envolvendo
pacientes com cancer de prostata, foi demonstrada a diminui¢do do numero e da atividade das
NK, bem como prejuizos na produgdo de INF-y (TAHIR et al., 2001).

Verifica-se que a todo o momento estamos sujeitos ao surgimento de células
mutantes, mas, a0 mesmo tempo, estamos sendo protegidos por um mecanismo que nos
garante o equilibrio necessario, at¢ 0 momento em que esta vigilancia imunolédgica perde sua
capacidade, deixando-nos mais vulneraveis aos agressores do corpo humano (GHONEUN;
ASSANAH; STEVENS, 1987; CROUG et al.,, 2004). Controlar, portanto, esta funcao
imunologica, dando-lhe condi¢des de perpetuar-se o mais tempo possivel, significaria redugdo

da incidéncia do cancer com a esperanga de um prolongamento da vida.
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3 OBJETIVOS

Verificar o nimero das células Natural Killer de pacientes com cancer em contagem
realizada antes e depois do inicio da quimioterapia.

Verificar o nimero das células Natural Killer de pacientes com cancer em contagem
realizada antes e depois da suplementagdo com o Agaricus iniciada no mesmo momento da
aplicagdo do primeiro ciclo da quimioterapia.

Verificar o nimero das células Natural Killer de pacientes com cancer em contagem
realizada antes e depois da suplementagdo com o Agaricus iniciada em pacientes ja& com o

tratamento quimioterapico em andamento.
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4 METODOS

4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo, onde foram verificados os prontudrios de
pacientes ambulatoriais com diagnostico de diferentes tipos de cancer confirmado por exame
histopatologico e com indicagdo de tratamento quimioterapico, acompanhados em uma clinica
particular de oncologia (MCM Servicos de Assisténcia Médica — SP).

Neste ambulatorio sdo realizadas consultas de pacientes, homens e mulheres, com
diagnostico de cancer com a finalidade de indicacdao do tratamento convencional adequado e
acompanhamento médico durante o tratamento convencional. Os pacientes sdo submetidos a
orientagdes gerais e especificas, necessarias para um tratamento apropriado. Neste sentido, o
ambulatorio oferece um programa de orientacdo nutricional embasado no consumo do
complemento alimentar constituido do cogumelo Agaricus. Os pacientes interessados sao
submetidos a uma entrevista inicial onde recebem informagdes sobre a suplementacdo com o
cogumelo Agaricus bem como informagdes sobre a necessidade de manuten¢do dos
tratamentos convencionais indicados pelos especialistas do servigo de oncologia. A inclusao
neste programa € voluntaria e aberta a todo paciente com qualquer tipo de cancer que queira
se inscrever com o compromisso de seguir as orientagdes necessarias bem como dar
continuidade ao seu tratamento convencional de acordo com a indicacdo dos especialistas e
com as diretrizes especificas para cada tipo de cancer.

Este estudo foi aprovado pelo Nucleo de Pos-Graduagao em Medicina da Universidade
Federal de Sergipe como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias da Saude ¢ a
aprovagdo ¢ética foi concedida pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Federal de

Sergipe (CAAE 00-0078.0.107.000-10).
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4.2 PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

Foi realizada, em 2010, uma revisao de todos os prontuarios dos pacientes com cancer
que tiveram contagens de NK realizadas como uma das varidveis de controle do sistema
imunoldgico e também prontuarios de todos os pacientes que foram inscritos no programa de
suplementagdo com cogumelo Agaricus o qual teve inicio em 1995 até os pacientes inscritos

em 2010.

4.3 PACIENTES

4.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com cancer e com indicagao de
tratamento quimioterapico que tiveram ao menos uma contagem das células NK realizada
antes e outra apos o inicio da quimioterapia, bem como todos os pacientes em tratamento
quimioterapico que tiveram ao menos uma contagem das células NK realizada antes e outra
apos a suplementacao com o Agaricus.

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com o momento de sua adesdo a

suplementagdo com Agaricus em relagdo ao inicio do tratamento quimioterapico (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios usados para a separagao dos grupos.
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Grupo | Grupo Controle. Formado por pacientes que ndo realizaram suplementacao
até o controle da NK durante a quimioterapia

Grupo [A Grupo formado por pacientes do Grupo Controle que apds realizarem a
primeira contagem da NK em quimioterapia iniciaram a suplementagdo com
Agaricus e entdo realizaram nova contagem de NK.

Grupo 11 Grupo Agaricus. Pacientes que iniciaram a suplementacao com Agaricus
junto com o inicio do primeiro ciclo da quimioterapia.

Grupo 11T Grupo de pacientes que iniciaram a suplementacdo com Agaricus com a
quimioterapia ja em andamento.

4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram estabelecidos como critérios de exclusdo:

e Consumo de outro produto de origem natural com potencial efeito
imunomodulador;

e Consumo de medicamento imunomodulador;

e Inicio do consumo de Agaricus antes da primeira contagem de células NK;

e Contagem da NK realizada em data considerada como antes do término do ciclo de

quimioterapia previamente administrado.

4.3.3 AMOSTRA EM ESTUDO

Junto & secretaria de arquivamento de prontudrios e com a supervisdo do médico
responsavel, foi realizada a separagdo inicial dos prontuérios dos pacientes participantes do
programa de suplementagao bem como dos pacientes ndo submetidos a suplementagao mas
com realizagdo de contagens da NK antes e depois da quimioterapia, totalizando 243

prontuarios.
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Foi realizada uma revisao onde foram excluidos 102 pacientes que iniciaram a
suplementagdo antes da contagem das células NK e posteriormente 101 pacientes que ndo
realizaram quimioterapia.

Preencheram os critérios de inclusdao 40 prontuarios de pacientes sendo que trés foram
excluidos por terem realizado pelo menos uma contagem de NK durante o ciclo de
quimioterapia proposto € um por associacdo do agente quimioterapico paclitaxel com
trastuzanabe, um novo agente imunomodulador. Dos 36 que cumpriram os critérios de
exclusdo e inclusdo, todos eles puderam constituir a amostra por conterem todas as

informacodes necessarias para a realizacdo do estudo proposto.

4.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

4.4.1 CONTAGEM DAS CELULAS NK

Como variavel dependente foi estudada a contagem de células NK realizada antes do
inicio do primeiro ciclo da quimioterapia e a contagem realizada imediatamente antes do
inicio de um novo ciclo de quimioterapia (apresentada neste estudo com NK1 ou NK2 apds
“ciclo numero”). Todas as contagens de NK denominadas como NKO foram realizadas antes
da quimioterapia em pacientes que ndo se submeteram a suplementagcdo de Agaricus ao
mesmo tempo do inicio do tratamento quimioterdpico. As denominadas NK1 sdo as contagens
que precederam a suplementacdo de Agaricus (esta realizada antes ou depois do inicio da
quimioterapia) e as NK2 sdo as contagens realizadas apos a suplementacdo com Agaricus €
durante o tratamento quimioterapico.

O método realizado para obtencdo do numero absoluto da célula NK (CD-56) foi a
determinagdo por citometria de fluxo de sangue periférico colhido em EDTA que foi realizada
em laboratorios de andlise clinica de referéncia na cidade de Sao Paulo.

As células s3o marcadas com trés antigenos simultaneamente através de uma reacao de
imunofluorescéncia direta utilizando anticorpos monoclonais especificos marcados com os

fluorocromos isotiocianato de fluorosceina (FITC), ficoeritrina (PE), e peridina clorofila
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(PerCP). As amostras de sangue foram incubadas com os anticorpos monoclonais CD-3, CD-
4, CD-8, CD-45, CD-19, CD-56+CD16 e imunoglobulinas controles isotipicos negativos, sem
reatividade para células hematopoéticas humanas, por 15 minutos em 18 a 22°C e lisadas com
FACs Lysing solution. A seguir, foram submetidas a andlise no citometro FACScalibur
(Bencton Dickinson, San Jose, CA).

A calibracdo e a compensagdo da fluorescéncia foram realizadas utilizando-se os
Calibrite Beads, e o software para analise foi o Mulltiset (Bencton Dickinson, CA). Todos os

reagentes utilizados foram fornecidos pela Bencton Dickinson, San Jose, CA.

4.4.2 AS VARIAVEIS INDEPENDENTES

Foram definidas como varidveis independentes:

e Sexo;

e Idade: definida a partir da data do nascimento constante no prontudrio e a
data do inicio da quimioterapia

e Sitio do cancer;

e Tipo de cancer (Tabela 2) e estadiamento clinico;

e C(Cirurgia prévia;

e Presenca de metastase;

e Tipo de quimioterapia: definida pelos tipos de quimioterapicos utilizados
(Tabela 3), dosagem utilizada aqui classificada em alta dose (ALTA) ou dose
convencional (CONV) pela equipe médica responsavel, duracao do ciclo e do
seu proposito (Tabela 4);

e Ciclo no qual foi realizada a contagem da natural killer: definido como ciclo
finalizado imediatamente antes da contagem da NK realizada como exame de

controle para o proximo ciclo.
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Abreviatura  Cancer

AC Adenocarcinoma

ACE Adenocarcinoma endometrioide
ACM Adenocarcinoma microtubular
ACP Adenocarcinoma papilifero
ACS Adenocarcinoma de sigmoide
CA Carcinoma

CBA Carcinoma broncoalveolar

CDI Carcinoma ductal invasivo
CNEPC Carcinoma neuroendocrino de pequenas células
CpPU Carcinoma papilifero urotelial
GBM Glioblastoma multiforme

LH Linfoma de Hodgkin

LMS Leimiosarcoma

LNH Linfoma Nao-Hodgkin Elle

SARCO

Sarcoma
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Tabela 3. Tipos de quimioterapicos.

Abreviatura Esquema de quimioterapia

BEP

CA

CAF

CAV

CHOP

CICLOF

CMF

FEC

FOLFOX

GENCI

MELPHA

METHO

MVAC

PACLI

PCV

TEMO

VINO

ZOLE

Bleomicina, Etoposida e Cisplatina

Adriamicina (Doxorubicina), Ciclofosfamida

Ciclofosfamida , Adriamicina, Fluorouracil (5-FU)
Ciclofosfamida , Adriamicina, Vincristina

Ciclofosfamida , Hidroxidoxorubicina (doxorubicina ), Vincristina, Prednisona
Ciclofosfamida

Ciclofosfamide , Metotrexato , Fluorouracil (5-FU)
Fluorouracil (5-FU), Epirubicina , Ciclofosfamida

Fluorouracil (5-FU), Leucovorin (Acido folinico ), Oxaliplatina
Gencitabina

Melphalan

Methotrexate

Methotrexate, Vinblastina, Adriamicina e Cisplatina

Paclitaxel

Procarbazina , Carmustina, Vincristina

Temozolomida

Vinorelbina

Acido Zoledrdnico
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Tabela 4. Propdsito da quimioterapia.

Abreviatura  Proposito

NEO Quimioterapia neoadjuvante.
Utilizada como a primeira arma terapéutica. Foi aplicada em doentes com
tumores de grande extensdao, com o objetivo de obter a redugao da massa
tumoral.

ADJ Quimioterapia adjuvante.
Foi administrada depois da remogao cirurgica, com o objetivo da destruicao
de micrometastases que poderiam estar presentes.

CUR Quimioterapia curativa.
Foi aplicada como recurso terapéutico de primeira linha e considerada como a
Unica arma terapéutica.

PAL Quimioterapia paliativa.
Pretendeu aumentar a sobrevida e/ou permitir uma melhor qualidade de vida
com alivio dos sintomas. Foi necessaria por ter ocorrido disseminagao da
doenca oncoldgica.

4.5 SUPLENTACAO COM Agaricus

Foram estudados os pacientes que fizeram uso da suplementacdo com o cogumelo
Agaricus com registro de novo alimento junto ao Ministério da Saude (registro N°
6.1021.0002.001-7) e adquirido da empresa Cogumelo do Sol® Agaricus do Brasil LTDA.

Foi utilizada a dose de 2,8gr diarias de Agaricus nas apresentacdes comerciais em
tabletes e/ou suspensdo aquosa ou foi utilizada a dose de 400 mL didrios do cha obtido da
infusdo de 24gr de cogumelo seco e moido em 400mL de dgua quente a 90°C por 15 minutos.
As doses didrias foram divididas em 4 tomadas e foram recomendadas pela empresa
fabricante baseadas na equivaléncia em B-(1—3),(1—6)-glucana, contida nos preparados na

quantidade estimada de 330mg/dia (Bach, 2006; Bach, 2008; HI et al., 2008).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das contagens das células NK foram cruzados e comparados entre si e
entre os diferentes grupos e apresentados na forma de tabelas e graficos. As contagens das
células NK foram apresentadas em numero absoluto e através das médias dos diferentes
grupos. A comparacdo estatistica das amostras de cada grupo foi analisada pelo teste-t de
Student. Para investigar os possiveis efeitos da suplementagdo com Agaricus, as variaveis
foram confrontadas em tabelas de contingéncia visando obter estatisticas de homogeneidade a
partir do método exato de Fischer, finalizando-se com andlise de associagdes através de
estatisticas de Odds-ratios (OR).

Os calculos estatisticos foram realizados com o auxilio do aplicativo BioEstat versao

5.0 (AYRES et al., 2007) sendo considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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S RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram estudados 36 pacientes com diferentes tipos de cancer confirmado por exame
histopatologico e com indicagdo de tratamento quimioterapico, atendidos no ambulatorio de
oncologia da MCM-SP. Destes, 8 (22,2%) pacientes eram homens e 28 (77,8%) eram
mulheres. A idade variou entre 16 € 78 anos com média de 48,75 anos. A paciente de 16 anos
foi acompanhada pelos seus representantes legais em todas as fases de orientagdo e de
investigacao clinica e laboratorial.

Do total da amostra estudada (N=36), 11 pacientes nao realizaram suplementacao
com Agaricus ao iniciarem a quimioterapia e foram considerados no estudo como grupo
Controle (Grupo I, N=11). Suas contagens de células NK foram realizadas antes (NKO) e
depois da quimioterapia (NK1 sem suplementagdo) e assim, neste primeiro momento
participaram da analise do efeito da quimioterapia sobre o numero de NK. Porém, em um
segundo momento (apds realizarem suas contagens de NK1), estes pacientes, solicitaram a
entrada no programa de suplementagdo com Agaricus ainda durante a quimioterapia e
realizaram nova contagem de células (NK2) antes do término do tratamento quimioterapico.

Um segundo grupo com 15 pacientes, apos realizar a contagem das células NK
(NK1), iniciou a terapia adjuvante com Agaricus imediatamente antes do inicio da
quimioterapia (Grupo II — Agaricus, N=15) e posteriormente, j4 em quimioterapia, realizou a
contagem de controle (NK2).

O restante, isto €, 10 deles, procurou o programa apds ter iniciado o seu tratamento
quimioterapico e a partir de entdo realizou a primeira contagem das células NK (NKI),
iniciou a suplementacdo e posteriormente realizou o controle do tratamento com a segunda
contagem das células NK (NK2) (Grupo IIII, N=10). Apesar da igualdade de condi¢ao com o
segundo momento do grupo controle em relagdo ao inicio da suplementacdo com Agaricus
(inicio durante o tratamento quimioterapico), a analise descritiva das varidveis independentes
bem como a andlise das contagens das células NK destes 10 pacientes (comparando antes e

depois da suplementac¢do) foi realizada em separado devido a sua particularidade com relacao
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ao propodsito da indicacdo da quimioterapia (60% com indicagdo paliativa contra 18% do

grupo controle).

5.1.1 O GRUPO CONTROLE

Dos 11 pacientes do grupo controle, o tipo de cancer mais frequente foi o cancer de
mama (7 pacientes) diagnosticado como carcinoma ductal invasivo (CDI), enquanto os 4
outros pacientes apresentaram diferentes tipos de cancer. Quanto ao estadiamento, 7 pacientes
apresentavam estadio IV enquanto os outros 4 estddio I. Sete (7) pacientes apresentavam
metastase (sendo 2 com multiplas metastases) enquanto 2 deles somente tumor primario € os
outros 2 haviam feito resseccao cirargica do tumor primario € ndo apresentavam metastase

(Tabela 5A).

Tabela 5A. Caracteristicas da neoplasia dos 11 pacientes do grupo controle

Pte Caracteristicas da Neoplasia
N° Id Sexo Nome Sitio 1° Estddio  Tumor presente Sitio da Metastase
1 32 F CDI Mama v M Mama oposta
2 78 F ACE Utero v M Fossa iliaca
3 36 F CDI Mama I P Ausente
4 40 F CDI Mama v M Pulmao
5 70 F GBM Cérebro I A Ausente
6 35 F CDI Mama I A Ausente
7 26 F CDI Mama v M Ossos, cérebro
8 32 M  CBA Pulmao I P Ausente
9 45 F CDI Mama v M Pulmao e Ossos
10 16 F LNH Linfonodos v MP Mediastino
11 45 F CDI Mama v M Pele local

Pte: paciente. Id: idade. Sitio 1°: localizagdo do tumor primario. Tumor presente: A (auséncia de tumor), P (presenga de
tumor primario), M (presenga somente de metastase, MP (presenga de metastase e tumor primario). Abreviaturas dos nomes
dos tipos de cancer foram relacionadas na Tabela 2 (pg. 31).
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Quanto as caracteristicas do tratamento quimioterapico do grupo controle, o esquema
mais utilizado foi o composto por Ciclofosfamida, Adriamicina (Doxorubicina), Fluorouracil
(CAF), administrado em 5 pacientes. Dos onze pacientes, 7 receberam altas dose de

quimioterapicos (Tabela 5B).

Tabela 5B. Caracteristicas do tratamento quimioterapico dos 11 pacientes do grupo controle

Pte Caracteristicas da quimioterapia

N° Propdsito Esquema Ciclo (dias) Dose Total de ciclos
1 CUR CAF 21 ALTA 15
2 CUR PACLI 21 ALTA 11
3 CUR CAF 21 CONV 7
4 CUR CAF 21 ALTA 6
5 ADJ PCV+TEMO 21 CONV 5
6 ADJ CAV 21 CONV 7
7 PAL CMF 21 ALTA 9
8 CUR CAV 21 CONV 7
9 PAL CAF 21 ALTA 14
10 CUR CHOP 21 ALTA 42
11 CUR CAF 21 ALTA 14

Pte: paciente. CONV: dose convencional. Demais abreviaturas foram relacionadas na Tabela 3(pg. 32) e Tabela 4 (pg.33).

5.1.2 O GRUPO Agaricus

O grupo Agaricus foi constituido por 15 pacientes sendo que 8 apresentavam cancer
de mama diagnosticado como CDI, enquanto os 7 outros pacientes apresentaram diferentes
tipos de cancer. Quanto ao estadiamento, 12 pacientes apresentavam estadio IV enquanto os
outros 3 estadio III. Doze (12) pacientes apresentavam metastase (sendo que 4 apresentavam
multiplas metastases) enquanto 1 deles somente tumor primdrio € os outros 2 haviam feito

resseccao cirurgica do tumor primario e nao apresentavam metastase (Tabela 6A).
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Tabela 6A. Caracteristicas da Neoplasia dos 15 pacientes do grupo Agaricus

Pte Caracteristicas da Neoplasia
N° Id Sexo Nome Sitio 1° Estddio Tu presente  Sitio da Metastase
12 3 F  CDI Mama + 111 P Ausente
ganglios
13 44 M ACM Estomago v M Figado
14 47 F CDI Mama v M Pulmao e Ossos
15 46 M  CNEPC Reto v MP Ganglios supraclav.
16 49 F LMS Pulmao v M Mediastino
17 5 F  CDI Mama v M Figado, Ossos
e Pulmao
18 35 F CDI Mama I A Ausente
19 71 F CDI Mama v M Figado e Ossos
20 36 F CDI Mama I11 A Ausente
21 43 M  SARCO Osso v M Pulmao
22 56 F CDI Mama v M Pulmao e Figado
23 68 F ACE Ovério v M Pulmao
24 68 M CPU Bexiga v M Ossos
CDIe Mama e ,
25 42 F ACS sigmoide IV M Figado
26 66 F CDI Mama v M Pulmao

Pte: paciente. Id: idade. Sitio 1°: localizag¢@o do tumor primario. Tumor presente: A (auséncia de tumor), P (presenga de
tumor primario), M (presenga somente de metastase, MP (presenga de metastase e tumor primario). Abreviaturas dos nomes

dos tipos de cancer foram relacionadas na Tabela 2 (pg. 31).

Quanto as caracteristicas do tratamento quimioterapico do grupo Agaricus, o

esquema mais utilizado foi o composto por Ciclofosfamida, Adriamicina (Doxorubicina),

Fluorouracil (CAF), administrado em 6 pacientes. Todos os 15 pacientes receberam altas

doses de quimioterapicos (Tabela 6B).
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Tabela 6B. Caracteristicas do tratamento quimioterapico dos 15 pacientes do grupo Agaricus

Pte Caracteristicas da quimioterapia
N° Propdsito Esquema Ciclo (dias) Dose Total de ciclos
12 NEO CAF 21 ALTA 6
13 PAL FEC 21 ALTA 6
14 PAL CAF 21 ALTA 9
15 CUR FOLFOX 21 ALTA 5
16 PAL CAV 21 ALTA 8
17 PAL FEC 21 ALTA 6
18 ADJ CAF 21 ALTA 3
19 PAL CAF 21 ALTA 7
20 ADJ PACLI + CA 21 ALTA 10
21 PAL CICLOF 14 ALTA 5
22 CUR CAV 21 ALTA 8
23 CUR CAV 21 ALTA 6
24 PAL MVAC 28 ALTA 7
25 PAL CAF 21 ALTA 8
26 CUR CAF 21 ALTA 12

Pte: paciente. CONV: dose convencional. Demais abreviaturas foram relacionadas na Tabela 3(pg. 32) e Tabela 4 (pg.33).

5.1.3 O GRUPO 111

O grupo que iniciou suplementacao apds ter iniciado a quimioterapia, grupo III

(N=10), foi composto por 4 pacientes apresentavam cancer de mama diagnosticado como

CDI,

enquanto os 6 outros pacientes apresentaram diferentes tipos de cancer. Quanto ao

estadiamento, 9 pacientes apresentavam estddio IV enquanto apenas 1 estddio I. Dos 10

pacientes, 9 apresentavam metastase, sendo que 5 apresentavam multiplas metastases (Tabela

TA).
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Tabela 7A. Caracteristicas da neoplasia dos 10 pacientes do Grupo III

Pte Caracteristicas da Neoplasia
N° Id Sexo Nome Sitio 1? Estddio Tu presente Sitio da Metastase
27 34 F CDI Mama 1A/ M Pulmao e Ossos
28 46 F  Ac  Endometrio v MP Pulmio
e Ovario
29 38 F  ACP Ovirio v M Fossa iliaca
e Clpula
30 75 M AC Pancreas v MP Ganglios
31 67 F CDI Mama 1A/ M Ossos e Cérebro
32 61 M AC Estdmago v M Pulmao e Figado
33 56 F CA Figado I P Ausente
34 36 F CDI Mama v M Ossos
35 55 M LH Linfonodos v MP Pulmao
3 65 F  CDI Mama v MP Mama oposta
e pele

Pte: paciente. Id: idade. Sitio 1°: localizag¢@o do tumor primario. Tumor presente: A (auséncia de tumor), P (presenga de
tumor primario), M (presenga somente de metastase, MP (presenga de metastase e tumor primario). Abreviaturas dos nomes
dos tipos de cancer foram relacionadas na Tabela 2 (pg. 31).

O tratamento quimioterapico do Grupo III foi bastante variado quanto aos esquemas,
porém 7 deles apresentavam em sua composi¢ao a Ciclofosfamida e/ou o Fluorouracil. Dos

10 pacientes, 9 receberam altas doses de quimioterapicos (Tabela 7B).
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Tabela 7B. Caracteristicas do tratamento quimioterapico dos 10 pacientes do Grupo III

Pte Caracteristicas da quimioterapia

N° Propdsito Esquema Ciclo (dias) Dose Total de ciclos
27 PAL CMF 21 ALTA 9
28 PAL BEP 21 ALTA 10
29 PAL PACLI + CA 21 ALTA 31
30 CUR GENCI 07 (21)* ALTA 5
31 PAL PACLI + PCV 21 ALTA 20
32 CUR ECF 21 ALTA 19
33 CUR ECF 21 CONV 8
34 PAL CAF 21 ALTA 14

ZOLE + METHO

35 CUR '+ MELPHA 21 ALTA 14
36 PAL VINO + FEC 21 ALTA 34

Pte: paciente. CONV: dose convencional. Demais abreviaturas foram relacionadas na Tabela 3(pg. 32) e Tabela 4 (pg.33).

*Ciclo de sete dias, porém acumulado em 21 dias para efeito de analise.

5.2 IMPACTO DA QUIMIOTERAPIA SOBRE O NUMERO DE CELULAS NK DO
GRUPO CONTROLE

A analise das contagens das células NK dos 11 pacientes do grupo controle (Grupo I)
evidencia um decréscimo no numero de células NK em 10 pacientes apds o inicio da
quimioterapia e acréscimo em somente um paciente (Figura 1). Estes 10 pacientes com
reducdo da NK apresentaram uma diminuicdo em média de 58,5% em relagdo ao exame

anterior a quimioterapia (NKO) com nivel de significancia encontrado de p= 0,005 (Tabela 8).
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do grupo controle antes e durante a quimioterapia, sem suplementagdo com Agaricus.

Tabela 8. Anélise do impacto da quimioterapia sobre o numero de células NK dos pacientes

do grupo controle (Grupo I).
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| NK
NKO
NK1

1 NK
NKO

NK1

10

10

Valores da célula NK

Variagao
Média EPM Minimo Maiaximo NKO—NKI p
248,00 59,06 96 662

1 58,5% 0,005
102,80 27,12 22 283
134,00 -—- -—- -

1 5,2% -

141,00 -—- -—- -

p= Teste—t de Student. 1= aumento. |= reducdo.
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O ciclo em que foi realizada a contagem da NKI1 variou para cada paciente. Os
resultados mostram menores valores da NK1 expressos em porcentagem da linha de base
(NKO) quantos mais ciclos foram realizados até o fim do quarto ciclo e apresentando minima
elevacao apds o sexto ciclo. Dos pacientes que realizaram o controle da NK1 ao final dos
ciclos 1 e 2, 83,3% apresentou queda da NK e ao final dos ciclos 3 e 4 e a partir do final do

ciclo 5, 100% dos pacientes apresentou queda da contagem de células NK (Figura 2).

Figura 2
| ¢!
120
100
80
g
X 60
X
40
20
~ o ~N () (<)} 2 =
[} ) [} () [} () ()
0 & & & |& | & a | &
1 1 1 1 1 2 3 3 4 6 8 Fi-

nal do ciclo N¢

Figura 2. Distribui¢do dos pacientes do grupo Controle de acordo com o periodo do
tratamento em que foi realizada a contagem da NK1 (com valor expresso em porcentagem da
NKO). O periodo do tratamento foi expresso como “final do ciclo N°”, sendo este o ciclo
imediatamente anterior a contagem (realizada no melhor momento de recuperagdo
imediatamente antes do proximo ciclo).
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53 IMPACTO DA QUIMIOTERAPIA, INICIADA JUNTO COM A TERAPIA
ADJUVANTE COM Agaricus, SOBRE O NUMERO DE CELULAS NK

A evolugdo dos 15 pacientes do grupo Agaricus (Figura 3), ou seja, suplementados
com Agaricus no inicio do tratamento quimioterdpico, mostra que 10 pacientes apresentaram
aumento das células NK com um acréscimo em média de 35% na NKI1 e com significancia
encontrada de p= 0,004 (Tabela 9). Dos 15 pacientes, apenas 5 apresentaram queda das
células NK com um decréscimo em média de 38,2% em relagdo ao exame anterior a

quimioterapia (NK1) e com significancia encontrada de p=0,018.
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Figura 3. Distribuicao e evolu¢ao das contagens da NK (em niimero absoluto) dos pacientes
do grupo Agaricus antes e durante a quimioterapia.
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Tabela 9. Efeito da terapia adjuvante com Agaricus, sobre o nimero de células NK, iniciada
junto com a quimioterapia (Grupo Agaricus).

Valores da célula NK

Variacao de
N Média EPM Minimo Maiéximo NKI—NK2 p

I NK
NK1 5 154,80 37,78 66 250
1382% 0,018
NK2 5 9560 26,14 15 158
1 NK
NK 1 10 136,50 20,66 61 239
1350% 0,004
NK2 10 184,30 26,71 69 308

p= Teste—t de Student. 1= aumento. |= reducao.

Como no grupo controle, o ciclo em que foi realizada a contagem da NK2 variou
para cada paciente. Os resultados mostram maiores valores da NK2 expressa em porcentagem
da linha de base (% da NKI) em dez pacientes. Em cinco pacientes foram encontrados
menores valores. Dos pacientes que realizaram o controle da NK2 ao final dos ciclos 1 e 2,
50% apresentou aumento da NK, ao final dos ciclos 3 e 4, 80% dos pacientes apresentou

aumento da NK e a partir do final do quinto ciclo, 66,6% apresentou aumento da NK (Figura
4).
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Figura 4. Distribui¢ao dos pacientes do grupo Agaricus de acordo com o periodo do
tratamento em que foi realizada a contagem da NK2 (com valor expresso em porcentagem da
NK1). O periodo do tratamento foi expresso como “final do ciclo N°”, sendo este o ciclo
imediatamente anterior a contagem (realizada no melhor momento de recuperacgao
imediatamente antes do proximo ciclo).
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54 A EFICACIA DA TERAPIA ADJUVANTE COM Agaricus. COMPARACAO
ENTRE O GRUPO CONTROLE E O GRUPO Agaricus

O grupo controle apresentou reducao expressiva no nimero de células NK em 10
(90,9%) dos 11pacientes ap6s o tratamento com quimioterapia. No entanto, a analise do grupo
com suplementacdo com Agaricus mostra que neste grupo houve queda em apenas 5 (33,3%)
dos pacientes sendo que em 10 pacientes (66,7%) houve aumento significativo das células NK
(Figura 5).

Devido a esta diferenca entre os grupos, foi verificada a associagdo entre a
suplementagdo com Agaricus € o numero de pacientes que apresentaram queda da NK neste
grupo e se obteve OR=0,05, mostrando uma forte associacdo entre o menor numero de
eventos de queda e a suplementagdo por Agaricus, com significancia de p=0,005 pelo teste

exato de Fisher.

Figura 5
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Figura 5. Impacto da terapia adjuvante com Agaricus sobre o nimero de células NK frente ao
tratamento quimioterapico: comparagao entre o grupo controle e o grupo Agaricus. p= teste
exato de Fisher.



49

5.5 COMPARACAO ENTRE AS CELULAS NK ANTES DA QUIMIOTERAPIA

Foi realizada a comparagao entre os numeros de células NK encontradas antes da
quimioterapia nos 10 pacientes que apresentaram aumento destas células do grupo Agaricus e
nos pacientes que tiveram diminui¢do do grupo Agaricus € do grupo Controle, porém nao
houve diferenca estatistica significativa (Figura 6). Conforme distribuicdo apresentada na
Figura 6, a diferenca estatistica poderia ser mais insignificante caso nao fossem dois pacientes
pertencentes ao Controle apresentarem numeros de NK acima do perfil dos demais pacientes

dos dois grupos (662 e 499 células/pL).

Figura 6
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Figura 6. Comparacao entre os numeros de células NK encontradas antes da quimioterapia
nos pacientes com aumento (1) das células NK do grupo Agaricus, nos pacientes que tiveram
diminuig¢ao (}) das células NK do grupo Agaricus e nos pacientes do grupo Controle.
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5.6 O EFEITO DA TERAPIA ADJUVANTE COM Agaricus INICTADA COM
QUIMIOTERAPIA EM ANDAMENTO

5.6.1 O SEGUNDO MOMENTO DO GRUPO CONTROLE - GRUPO IA

Os 11 pacientes do grupo controle apds realizarem a sua contagem de células ja
durante o tratamento quimioterapico passaram a realizar a suplementacao com Agaricus sendo
que 100% dos pacientes apresentou, a partir de entdo, aumento das células NK (NK2) mesmo

ainda em tratamento quimioterapico (evolucao e distribuicao das contagens na Figura 7).

Figura 7
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Figura 7. Distribuigdo e evolucao das contagens da NK (em numero absoluto) dos pacientes
do grupo controle durante a quimioterapia: em seu primeiro momento sem suplementagao
com Agaricus (NKO — NK1) e em seu segundo momento apds a suplementacdo com
Agaricus (NK1 — NK2)
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A andlise dos dados deste grupo (Grupo IA) mostra uma inversao na tendéncia de
queda da NK quanto maior ¢ o numero de ciclos de quimioterapia realizados, conforme
resultados do primeiro momento do grupo Controle, sendo que o acréscimo na segunda
contagem (NK2) apresentado na em 100% dos 11 pacientes foi em média de 57,7% em
relagdo a primeira contagem durante a quimioterapia (NK1) com significancia encontrada de

p=0,001 (Tabelal0).

Tabela 10. Efeito da terapia adjuvante com Agaricus, sobre o niumero de células NK, iniciada
junto com a quimioterapia (Grupo A — segundo momento do grupo Controle).

Valores da célula NK

Variacao de
N Média EPM Minimo Maiéximo NKI—NK2 p

1 NK
NK 1 11 106,27 24,78 22 283
157,5% 0,001
NK2 11 167,45 36,46 28 410

p= Teste—t de Student. 1= aumento. |= reducdo.

Como no primeiro momento do grupo controle, o ciclo em que foi realizada a
contagem da NK2 variou para cada paciente. Os resultados mostram maiores valores da NK2
em relacdo a NK1 em todos os pacientes. Dos 11 pacientes 36% apresentou NK2 acima da

linha de base (Figura 8).
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Figura 8
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Figura 8. Distribui¢ao dos pacientes do grupo IA de acordo com o ciclo do tratamento em que
foi realizada a contagem da NK2 (com valor expresso em porcentagem da NKO) e
apresentado acima das barras. O periodo do tratamento foi expresso como “final do ciclo N°”,
sendo este o ciclo imediatamente anterior a contagem (realizada no melhor momento de
recuperagdo imediatamente antes do proximo ciclo). O niimero apresentado abaixo das barras
significa o nimero do ciclo apos o qual foi realizada a contagem NKI.

5.6.2 O EFEITO DA SUPLEMENTACAO NO GRUPO III

Dos 10 pacientes que deram entrada no programa de suplementacdo com Agaricus ja
sob o efeito da quimioterapia (Grupo III), 8 deles apresentaram aumento do niimero das
células NK enquanto somente 2 apresentaram queda (Figura 9), com um aumento de 57,3%
na média de todo o grupo. A andlise estatistica do grupo como um todo mostra significancia

encontrada de p= 0,027 (Tabela 10).



53

Figura 9
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Figura 9. Distribuigdo e evolucao das contagens da NK (expressas em numero absoluto) dos
pacientes do grupo III durante a quimioterapia sem a suplementagdo com Agaricus (NK1) e
depois da suplementagao com Agaricus (NK2).
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Tabela 11. Efeito da terapia adjuvante com Agaricus sobre o nimero das células NK dos 10

pacientes que aderiram a suplementacdo com tratamento quimioterapico ja em andamento
(Grupo III).

Valores da célula NK
Variacao
N Média EPM Minimo Maximo NKI1 — NK2 p
Grupo III
NK1 10 102,60 16,18 25 188
157,3% 0,027
NK2 10 161,40 21,06 63 199
T NK
NK1 8 94,50 18,11 25 188
1 86,5% 0,005
NK2 8 176,25 22,38 81 241
J NK
NK1 2 135,00 50,91 99 63
1 24,4% 0,057
NK2 2 102,00 55,15 171 141

p= Teste—t de Student. 1= aumento. |= reducdo.

Da mesma forma como nos outros grupos, neste grupo também o ciclo em que foi
realizada a contagem da NK2 variou para cada paciente. Os resultados mostram maiores

valores da NK2 em relacao a NK1 em 8 pacientes e queda somente em dois pacientes (Figura
10).
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Figura 10. Distribui¢do dos pacientes do Grupo III de acordo com o periodo do tratamento em
que foi realizada a contagem da NK1 e da NK2 (com valores expressos em numero absoluto).
O periodo do tratamento foi expresso como “final do ciclo N°”, sendo este o ciclo
imediatamente anterior a contagem (realizada no melhor momento de recuperagao
imediatamente antes do proximo ciclo). O numero apresentado acima das barras significa o
numero do ciclo apods o qual foi realizada a contagem NK2 e o nimero abaixo das barras o
ciclo da contagem da NKI1.

5.7 A EFICACIA DA TERAPIA ADJUVANTE COM Agaricus: COMPARACAO
ENTRE CONTAGENS DE NK EM QT SEM Agaricus E CONTAGENS DE NK EM
QT COM Agaricus.

O efeito da quimioterapia se mostrou diferente entre os grupos. Quando comparadas
as contagens das células NK de todos os pacientes que realizaram seus exames em
quimioterapia € sem a suplementagdo com Agaricus com as contagens realizadas em
quimioterapia com a suplementacdo com Agaricus, notou-se uma diferenca significativa nos

numeros absolutos das células NK (Figura 11). As células NK dos pacientes sem Agaricus
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apresentavam menores valores que as células dos pacientes em suplementacdo com Agaricus.
Para esta andlise, foram consideras as contagens realizadas em quimioterapia e sem a
suplementagdo com Agaricus (NK—QT= NK1 do grupo Controle ¢ NK1 do Grupo III, N=21),
as contagens do grupo Agaricus ja suplementados durante a quimioterapia (NK2—-Agaricus=
NK2 do grupo Agaricus, N=15) e todas as contagens realizadas durante a quimioterapia e ja
em suplementacdo (NK-QT+AGA= NK2 do Grupo IA, NK2 do Grupo Agaricus ¢ NK2 do
Grupo III, N=36)

Figura 11
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Figura 11. Distribuicao das contagens de NK: NK-QT= todas as contagens realizadas durante
a quimioterapia dos pacientes sem suplementacdo com Agaricus; NK2- Agaricus = contagens
dos pacientes do grupo Agaricus em quimioterapia e; NK-QT+AGA = todas as contagens de
pacientes em quimioterapia € com suplementacdo com Agaricus.
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5.8 ANALISE DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES

Quando foi analisada a distribui¢ao das idades dos pacientes do grupo controle que
apresentaram queda do ntimero de células NK em comparacao com a distribuicdo da idade
dos pacientes do grupo Agaricus que apresentaram elevacao, verificou-se uma significativa
diferenca (Figura 12). Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos em relacdo as demais
variaveis. A forma como foi feita a administragdo do cogumelo (chd caseiro, suspensao
aquosa ou tabletes comerciais) também foi analisada e ndo mostrou influéncia sobre os

resultados.

Figura 12
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Figura 12. Distribui¢cdo das idades dos pacientes do grupo controle que apresentaram queda
(1) do ntimero de células NK e dos pacientes do grupo Agaricus que apresentaram queda () e
dos que apresentaram aumento (1).
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6. DISCUSSAO

“Na arte de curar, deixar de aprender é omitir
socorro e retardar tratamentos esperando maiores
evidéncias cientificas é ser cientista e nao
MEDICO”

José de Felippe Junior

Alguns  agentes  quimioterdpicos  administrados  isoladamente = provocam
imunossupressdo aguda e profunda entre o 7° e 14° dia ap6s o inicio do tratamento, com
possibilidade de recuperagdo a niveis proximos dos numeros do pretratamento até o fim do
ciclo. No entanto, estudo realizado com o esquema BEP demonstrou significativo decréscimo
no sistema imune ndo s6 durante o 1° ciclo, mas também ao final do 1° ciclo de tratamento
(KUBOTA et al., 2001). Enquanto isso, outros estudos mostraram que doses altas de
quimioterapicos, ou esquemas complexos compostos por varias drogas ou ainda tratamentos
realizados por longos periodos provocam deplecdo progressiva, prolongada e profunda nas
c¢lulas da resposta mediada por células, com recuperacdo a niveis basais podendo demorar
meses ou anos € somente apds o término do tratamento (LUKOMSKA et al., 1983;
MACKAY et al., 1984; MACKALL et al., 1994; MACKALL, 1999; BARRET; LE BLANC,
2009; VEDEL et al., 2009).

Neste estudo, os resultados encontrados no grupo controle confirmam o ja
demonstrado por outros autores. Mesmo que o seguimento de cada paciente tenha sido
realizado com apenas uma contagem de NK apds o inicio do tratamento quimioterapico, o
padrao de resposta imunoldgica parece ser o mesmo dos estudos ja publicados, ja que os
pacientes que tiveram suas medidas realizadas ap6s o ciclo 1 e ciclo 2 apresentaram em média
menor queda, expressa em porcentagem dos valores de antes do inicio do tratamento, do que
0s pacientes que realizaram as contagens nos ciclos 3 e 4. Ja estes, apresentaram queda em
média menor do que os que realizaram nos ciclos 6 € 8 como pode ser visto na Figura 3. Em
recente estudo com 50 pacientes com cancer de mama em tratamento quimioterapico com o
esquema FEC, esquema que também foi utilizado neste trabalho, ja havia sido encontrado

profunda diminuicdo das células NK apods o tratamento (MOZAFFARI et al., 2007). Estes
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achados reforgam a grande necessidade de se encontrar solugdes para a protecao da resposta
imune, objetivo principal desta pesquisa.

Os efeitos deletérios dos tratamentos quimioterapicos sobre a resposta imune ha muito
tem sido estudados ja que as consequéncias sobre a condi¢do clinica destes pacientes, como a
maior vulnerabilidade a infec¢des, podem ser desastrosas (HARRIS et al., 1976; MACKALL,
1999). No entanto, drogas quimioterapicas que sdo destruidoras de células como a NK podem
também promover uma maior apresentacdo dos antigenos tumorais as células do sistema
imune (CASARES et al., 2005), o que tem levado os cientistas a descobrir novas combinagdes
de agentes quimioterdpicos com regimes de tratamentos imunomoduladores (GAVALAS et
al., 2010).

A prevencdo da diminuicdo da resposta imunoldgica ou a recuperagdo precoce do
sistema imunolégico foi relacionada com a maior sobrevivéncia de pacientes com cancer apds
o seu tratamento quimioterapico (PORRATA et al., 2002; OKAMOTO et al., 2005). Neste
sentido, este estudo pode ter apontado um importante resultado com a verificagdo do possivel
efeito imunoestimulante encontrado com a suplementagdo com o extrato do cogumelo
Agaricus. Uma das formas de andlise deste efeito da suplementacdo com o cogumelo
Agaricus foi a verificagao dos resultados obtidos pelo grupo de 15 pacientes suplementados
a0 mesmo tempo em que se iniciou a quimioterapia. Foi encontrada uma redug¢ao significativa
no risco de se desenvolver queda do nimero de células NK quando comparado ao grupo
controle como exposto na Figura 5. Estudos “in vitro” e “in vivo” em animal ja haviam
demonstrado a acdo de extratos do suplemento alimentar Agaricus sobre a resposta
imunoldgica em modelos de cancer, porém poucos estudos tem sido realizados em humanos
quando se trata de suplementacdo nutricional (BORCHERS; KEEN; GERSHWIN, 2004;
BORCHERS et al., 2008). Na verdade, alguns medicamentos com principios ativos retirados
de cogumelos semelhantes (SHIMIZU et al., 2009) ja sdo vendidos com indicagdo
imunomoduladora, em especial nos paises asiaticos.

Ainda que com a mesma dificuldade de analise pela realizagdo de apenas uma
contagem durante o tratamento quimioterapico, o padrao de resposta do grupo Agaricus se
mostrou bastante diferente do encontrado no grupo Controle como também do padrao
encontrado na literatura ja apresentada, uma vez que nao houve declinio progressivo no
nimero de células NK. Na verdade, foi encontrado um aumento significativo em 10 dos 15

pacientes deste grupo, sendo que dos 4 pacientes que realizaram o controle nos ciclos 1 € 2, 2
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deles (50%) apresentaram elevacdo da NK, dos 5 pacientes que realizaram o controle nos
ciclos 3 e 4, 4 deles (80%) apresentaram elevacdo da NK e o mesmo aconteceu com 4
(66,6%) dos 6 pacientes que realizaram o controle nos ciclos 5 a 9. Nenhum dos estudos
apresentados anteriormente mostrou resultados semelhantes com uso isolado de agentes
quimioterapicos, o que mais uma vez indica a possibilidade da agdo do Agaricus como
imunoestimulante importante neste contexto de saude.

Um questionamento deste resultado seria a possibilidade das células NK daqueles 10
pacientes do grupo Agaricus, que apresentaram aumento durante a quimioterapia, terem
iniciado seu tratamento com numero de células muito abaixo dos pacientes que apresentaram
diminui¢do das NK deste mesmo grupo e do grupo controle. No entanto, a analise estatistica
apresentada na Figura 6 ndo mostra diferencas significativas entre os pacientes do grupo
Agaricus e quando estes sao comparados com os pacientes do grupo Controle. Vale ressaltar
que todos os pacientes do grupo Agaricus receberam altas dose de quimioterapicos enquanto
40% dos pacientes do grupo Controle receberam doses convencionais, ou seja, menos
agressiva ao sistema imune.

Muitos pesquisadores que estudam as mudangas imunologicas com a quimioterapia
tem sugerido que o efeito desastroso sobre a resposta imunologica, principalmente quando se
trata da deplecdo dos linfocitos e seus subtipos como a NK, pode ser acompanhado por um
efeito benéfico que ¢ o maior reconhecimento dos antigenos tumorais e, em alguns casos até
mesmo por uma maior citotoxidade por parte das células imunes (ZITGOVEL et al., 2008;
TSAVARIS et al., 2002). No entanto, ha muitos anos estudos ja haviam demonstrado uma
menor atividade das células NK de pacientes com cancer quando comparado a pacientes
saudaveis, resultado provavelmente ligado a malignidade e a progressdao da doenca que pode
se reverter de acordo com uma melhor resposta do paciente durante o curso do seu tratamento
(HERSEY et al., 1979; SIBBITT et al., 1984; NUSSLER et al., 2007). Assim, pode-se
levantar o questionamento se estas respostas benéficas dos agentes quimioterapicos nao
poderiam estar sendo influenciadas por esta destruicdo tumoral e sua consequente ‘“menor
agressividade” sobre o sistema imune, limitando assim esta agao sobre a NK.

Muitos estudos tem demonstrado que este efeito pode ser entendido como um
mecanismo de modulagdo do sistema imunoldgico. Tsavaris et al. (2002) demonstrou o
aumento da citotoxidade dos linfocitos durante o uso dos agentes Paclitaxel e Docetaxel em

pacientes com cancer de mama o que parece embasar ainda mais a teoria da associagdo entre
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quimioterapicos ¢ imunomoduladores (LISETH et al., 2010; BRIGNONE et al., 2010).
Porém, outros estudos como um estudo de Cohort com 46 pacientes com diferentes tipos de
cancer utilizando o mesmo agente quimioterapico (Docetaxel), no qual foram avaliados varios
subtipos de linfécitos antes e depois do tratamento quimioterapico, foi encontrado progressivo
e severo declinio do nimero de linfocitos, inclusive no numero de células NK (KOTSAKIS et
al., 2000; CARSON et al., 2004), objeto de nosso estudo.

Nota-se entdo um contraste entre a deplecao real no nimero de células e o aumento da
citotoxidade celular, transformando esta teoria num paradoxo ainda a ser desvendado o que
tem servido de motivacao para varios pesquisadores que tem estudado a inclusdo de agentes
imunomoduladores, alguns deles derivados de cogumelos (OHWADA et al, 2004;
BORCHERS et al, 2008), ao mesmo tempo em que sdo administrados os esquemas
quimioterapicos (MOTOASHI; NAKAYAMA, 2008; MCCOY; NOWAK; LAKE, 2009;
NIZAR et al, 2009; ZITGOVEL; KEPP; KROEMER, 2011).

Outra forma de analisar o efeito da suplementagdo com Agaricus foi a verificagdo nas
mudangas nos numeros de células NK dos pacientes do grupo Controle ap6s o inicio da
suplementagdo com Agaricus por eles solicitada. Na Figura 7 pode-se verificar que 100%
deles apresentou aumento real do nimero de células apos a suplementagao e, mais importante,
a andlise dos dados da Figura 8 mostrou uma mudanga no padrao de declinio progressivo
apresentado por este mesmo grupo de pacientes antes da suplementagdo, quando se relaciona
a queda em porcentagem do valor inicial (pretratamento) com o numero do ciclo no qual foi
realizada a contagem de cada paciente. Alguns autores (MACKALL et al., 1994; TOLANEY
et al., 2008) j& haviam demonstrado declinio expressivo ao final do 3° a 6° ciclo (se mantendo
baixo a partir dai, ou com discreta elevagdo) enquanto, nos resultados aqui apresentados, 3 de
5 pacientes nestas condigdes apresentaram valores maiores que os iniciais € apenas um se
manteve com redugdo expressiva. Vale ressaltar que o grupo analisado como um todo
apresentou aumento significativo em relacdo a primeira contagem realizada durante a
quimioterapia e sem a suplementagdo com Agaricus.

Outro grupo analisado nesta pesquisa foi o grupo formado por pacientes que
procuraram o servico de oncologia, no qual era feito a orientacao nutricional aqui estudada,
apos ja terem iniciado a sua quimioterapia. Como a contagem de células NK nao faz parte dos
protocolos de controle do sistema imunolédgico, estes pacientes fizeram sua contagem inicial

apos ja estarem sob o efeito do seu tratamento. Como nos outros grupos, o padrao de resposta
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se mostrou diferente do apresentado pelo 1° momento do grupo Controle e pelos estudos da
literatura ja apresentada (KUBOTA et al., 2001; SOLOMAYER et al., 2003; TOLANEY et
al., 2008). Dos 6 pacientes que realizaram suas contagens NK2 entre os ciclos 4 e 6 (nos quais
era esperado reducdo acentuada em relagdo aos niveis de ciclos iniciais — NKI1) 4
apresentaram aumento significativo do nimero de células NK em relacdo a sua primeira
medida, assim como a anélise do grupo todo mostrou aumento de 58% em média em relacio
ao numero inicial deste grupo.

A imunossupressao durante os mais diversos tratamentos quimioterapicos ja foi
bastante discutida por outros pesquisadores como Mackall (1999), conforme ja mostrado
anteriormente neste trabalho, e foi aqui demonstrada pela analise da evolu¢dao do numero de
células NK do grupo Controle durante seu tratamento quimioterapico. O potencial efeito
imunoestimulante da suplementagdo com Agaricus, demonstrado pelos resultados
anteriormente discutidos, parece ser reforcado com a andlise entre grupos. Através da
realizagdo de um perfil dos resultados das contagens das células NK realizadas durante a
quimioterapia com e sem a suplementacdo por Agaricus, foram encontrados valores
significativamente maiores nas contagens realizadas com a suplementagdo por Agaricus
conforme mostrados na Figura 11 e expressos em nimero absoluto de células.

Varidveis como o tipo de cancer (maioria com cancer de mama), proposito da
indicagdo quimioterdpica (16 pacientes com indicagdo paliativa), presenca ou nio de
metastases, a aplicagdo de altas doses de quimioterapicos (apenas 5 pacientes receberam doses
convencionais), o prolongado tempo de tratamento (apenas 1 paciente se tratou com menos de
5 ciclos) e a presenga ou ndo de metdstase (28 pacientes apresentavam pelo menos uma
metastase) variaram de grupo para grupo, porém nao provocaram diferencas estatisticas na
comparagdo dos resultados. Resultados semelhantes ja haviam sido encontrados pela maioria
dos autores citados em nossa literatura como por Kang et al. (2009). O tipo de esquema de
quimioterapia utilizada também foi analisado e também ndo mostrou influéncia nos
resultados. No entanto, estes achados reforcam um perfil de pacientes com cancer avancado e
de dificil prognostico para todos os grupos.

De todas as variaveis independentes analisadas nesta pesquisa, apenas o fator idade
parece ter se mostrado diferente quando cruzadas as idades entre os grupos. E sabido que as
células T e as células B sdo particularmente susceptiveis ao processo de envelhecimento tanto

quanto as células NK e outros componentes da imunidade inata, os quais representam um
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importante papel na resisténcia contra o cancer. Durante o processo de envelhecimento, a
habilidade em responder favoravelmente contra patogenos e também contra o cancer vai
verdadeiramente sendo reduzida, pior a resposta imune quanto maior for a idade, por uma
disfungdo fisioldgica na imunidade, um estado conhecido como imunossenescéncia
(LINTON; THOMAN, 2001; ROMANYUKHA; YASHIN, 2003; LAZUARDI et al., 2005).

A imunossenescéncia € caracterizada, ente outros achados, por uma baixa do niimero
de linfocitos no sangue periférico comprometendo a habilidade em responder a exposicao
persistente a infecgdes e outros antigenos como os do cancer, a0 mesmo tempo que também
pode levar a uma resposta mais desfavoravel a tratamentos imunossupressores como a
radioterapia e a quimioterapia (PAWELEC et al., 1998; HAKIM et al., 2004; CROUGH et al.,
2004; MACCORMICK, 2006; DERHOVANESSIAN et al., 2008).

Os resultados apresentados na Figura 12 desta pesquisa mostram significativa
diferenca na maior idade dos pacientes do grupo Agaricus que apresentaram acréscimo das
células NK quando comparada a idade dos pacientes do grupo controle que apresentaram
decréscimo das células NK apos a quimioterapia, contrastando com a literatura apresentada
que coloca a maior idade como fator negativo para a resposta imunolédgica. Nos resultados
apresentados nas tabelas 5A, 5B, 6A e 6B percebe-se que o perfil destes pacientes do grupo
Agaricus se assemelha ao perfil do grupo controle sendo que 100% deles se apresentavam em
estadio III ou IV da doenca (contra 70% do grupo Controle), 90% com metéstase (70% no
grupo Controle) e 80% deles se submeteram a altas dose de quimioterdpicos (70% no grupo
Controle).

Ao mesmo tempo em que acontece o decréscimo em nimero de células, varios autores
mostram que a citotoxidade da célula NK pode aumentar com o envelhecimento confirme
ilustrado por Solana, Pawelec e Tarazona (2006), aqui apresentado na Figura 13, o que nos
sinaliza para um grande beneficio a possibilidade de se manter elevado o nimero de NK com

tratamentos imunomoduladores durante o tratamento quimioterapico de pacientes com maior

idade.
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Figura 13
Neutrophil Macrophage 'gu

Dendritic cell NK cell

Figura 13. Efeitos da idade nos componentes celulares da imunidade inata. Fonte: retirado de SOLANA;
PAWELEC; TARAZONA, 2006, pagina 492.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O efeito deletério dos tratamentos contra o cancer, em especial a deple¢ao sobre as
células do sistema imunoldgico pelos tratamentos como a radioterapia € a quimioterapia, ha
muito tempo vem sendo exaustivamente estudado (MITCHELL; DECONTI, 1970; KALDOR
et al., 1990, MACKALL et al., 1994; ZITGOVEL; KEPP; KROEMER, 2011). No entanto, o
grande momento da ciéncia nas pesquisas que envolvem o sistema imunologico e o cancer
parece estar pautado na descoberta de provaveis imunomoduladores que possam ser
administrados em conjunto com os mais diversos tipos de tratamentos quimioterapicos
(TAHIR et al, 2001; RECCHIA et al., 2008; DE LA CRUZ-MERINO et al., 2008; MCCOY;
NOWAK; LAKE, 2009; KITAYAMA et al., 2010; BRIGNONE et al., 2010; RECHHIA et al,
2010), se ndo para evitar a imunossupressio, a0 menos para diminuir sua intensidade. E fato
que o efeito benéfico desta menor imunossupressdo ou de uma melhor recuperacdo deste
efeito colateral ¢ uma melhor resposta do paciente com um melhor progndstico (OKAMOTO
et al., 2005; RECHHIA et al., 2008; RECCHIA et al., 2010).

Nos resultados apresentados neste estudo ficou evidenciado um aumento do niimero
de células NK relacionado com a terapia adjuvante pela suplementacdo com o cogumelo
Agaricus e acreditamos que esta terapia seja promissora no tratamento do cancer através da
imunoestimulagdo. No entanto, considerando a complexidade da resposta imunoldgica,
sugere-se a realiza¢ao de novas pesquisas randomizadas e com coletas de amostras sanguineas
realizadas a cada ciclo de quimioterapia a fim de corroborar com estes resultados.

Como o objetivo deste estudo focou apenas a andlise do niimero de células NK,
sugere-se que novas pesquisas verifiquem o envolvimento de outros subtipos de linfocitos. As
cé¢lulas NK sdo responsaveis por respostas imunes inatas e também adquiridas contra células
neoplésicas, porém seu papel contra tumores acontece em conjunto com outras acdes do
sistema imune, agdes conjuntas estas que interferem em sua propria acdo e também na agao
concomitante com outros linfécitos como as células CD4 e CD8. Apesar dos linfocitos CD4
ndo possuirem acao direta contra células tumorais, agem secretando citocinas que ativam e
estimulam as células citotoxicas como as CD8, porém de forma modulatéria.

Durante os ultimos anos, a interagdo entre as células T e as células B tem sido alvo

de estudo por ser um mecanismo importante na protegdo do organismo contra as células
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neoplésicas. As evidéncias epidemiologicas verificadas mostram o papel fundamental da
resposta imune proporcionando diminuicdo do risco ao cancer e melhora da resposta
individual do paciente com cancer. Assim, investigagdes que associam o comportamento da
resposta imunologica destes pacientes podem trazer grandes avangos nao sO na prevencao,
mas como no proprio tratamento do cancer.

Neste estudo, forma analisados 243 prontuarios de pacientes com cancer € em
suplementagdo com Agaricus. Foi verificado que 150 deles continham registros de exames
imunologicos com contagens de linfocitos totais, linfocitos T e B, células CD4 e CD8, além
das células NK escolhidas preliminarmente para serem analisadas, inclusive os 36 pacientes
aqui estudados. Também ficou evidenciado que a suplementacdo com Agaricus se mostrou
uma estratégia barata e facil de ser realizada, podendo ser introduzida facilmente em agdes
maiores quando se trata de satide publica e possivel de ser realizada ao mesmo tempo em que
sao administrados os tratamentos convencionais como a quimioterapia.

Fica, portanto, a sugestdo para que se complete a coleta de dados destes prontuarios,
agora verificando o registro completo do sistema imunoldgico, bem como a perspectiva de
vida dos pacientes. Assim, sera possivel realizar uma melhor andlise dos efeitos da
suplementagdo do cogumelo Agaricus como terapia adjuvante, oferecendo mais dados para o
embasamento de um projeto maior envolvendo um maior numero de pacientes e
possibilitando uma maior precisdo na andlise dos resultados com um menor custo de

execucao.
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