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RESUMO

Extratos do fungo Agaricus blazei (A. blazei), um cogumelo comestivel, tem sido descritos
como agentes imunoestimuladores e por isso, usados como terapia alternativa para o tratamento de
muitas doencas, incluindo neoplasias malignas. No entanto, os efeitos do 4. blazei como um
alimento funcional ainda ndo estdo completamente elucidados. O objetivo do presente estudo foi
investigar as acdes do tratamento dietético com o A. blazei em modelos experimentais de
aterosclerose e artrite. Para isso, camundongos apoE -/- e camundongos submetidos ao protocolo de
artrite induzida por antigeno (AIA), foram alimentados com dieta suplementada com 5% de A.
blazei desidratado e processado em po. Os tratamentos decorreram por 6 € 12 semanas no modelo
de aterosclerose, e por uma semana, no modelo de AIA. Analises de fen6tipo celular, mostraram um
aumento na populagio de células CD4°CD8", CD49b'CD3’, CDI1b'CD86 e linfocitos
CD4'CD44"® no bago de animais apoE-/- ap6s 6 semanas de tratamento dietético. A extensdo do
tratamento para 12 semanas, permitiu detectar adicionalmente aumento da populacdo de células
CD49b'CD3" no bago. Na circulagdo, a populagio de neutréfilos Grl'/Ly6G, também foi
aumentada. Essas populagdes celulares em conjunto, possivelmente contribuiram na aterogénese,
uma vez que o tratamento com A. blazei, agravou de forma pronunciada a area de lesdo na valvula
aortica, inclusive tornando-a mais instavel, pela redu¢do do contetido de colageno intraplaca. Genes
pro-aterogénicos, incluindo os genes relacionados a captacdo de LDL oxidada (SRA-2, CD36 e
TLR4), relacionados a vulnerabilidade da placa (MMP9 e CXCL-1) e a adesdo de leucocitos
(VCAM-1), tiveram também sua expressdo estimulada pelo tratamento com o A. blazei, no arco
aortico. Quanto aos dados obtidos no modelo de artrite, o A. blazei diminuiu expressivamente o
infiltrado de neutrofilos para cavidade articular, como também o niimero de leucocitos aderidos na
microvasculatura do joelho, e as quimiocinas responsaveis pela migra¢ao de neutrofilos, CXCL-1,
sua homologa CXCL-2 e a citocina IL-1f3, mesmo tendo sido detectado um aumento em neutrofilos
expressando maior quantidade do receptor de quimiocina CXCR2 na circulagdo. Apesar da menor
atividade inflamatoria no local do desafio antigénico, ndo houve redugdo de pardmetros como dor e
atividade de MPO no tecido periarticular. Inversamente ao observado em animais nao desafiados, o
A. blazei diminui a produ¢do de TNF-a em cultura de esplendcitos, o que ¢ um indicio de efeitos
diferenciados dependendo do grau de ativacdo celular. Por fim, detectamos um aumento da morte
celular na cavidade articular, o que nos indica uma provavel acao do 4. blazei em diminuir alguns
pardmetros da resposta inflamatoria nesse modelo. Diante dos achados do presente estudo, podemos
concluir que o A. blazei leva a uma imunoestimulagdo celular, que na aterosclerose assume
repercussdes pro-aterogénicas, mas que no modelo de AIA, tem um claro efeito de inibi¢do da
produgdo local de quimiocinas e diminui¢do do infiltrado de neutréfilos. Estudos posteriores sdo

necessarios para esclarecer os mecanismos de acao do A. blazei na artrite.
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ABSTRACT

Extracts of the mushroom Agaricus blazei (A. blazei), an edible mushroom, have been
described as possessing immunostimulatory activities and is used as an alternative medicine for the
treatment of many diseases. However, these effects of A. blazei as a functional food stuff have not
been fully investigated in vivo. The aim of the present study was to investigate the effects of the A.
blazei dietary treatment in experimental models of arthritis and atherosclerosis. Cellular phenotype
analysis showed an increase in the splenic CD4'CD8", CD49b'CD3", CD11b'CD86" populations
and CD4'CD44"eh lymphocytes after six weeks of dietary treatment in apoE-/- mice. Extending the
treatment to the twelfth week allowed detection of a systemic and splenic increase in CD49b'CD3
cells and Gr1'/Ly6G neutrophil population was also increased. Together, these cellular populations
possibly contributes to atherogenesis, as treatment with A. blazei severely aggravated the injured
area on the aortic valve and even increasing its instability by decreasing the intra-plaque collagen
content. Pro-atherogenic genes, including the ones related to oxidized LDL uptake (SRA-2, CD36
and TLR4), the ones related to plaque vulnerability (MMP9 and CXCL-1) and to leukocyte
adhesion (VCAM-1) were up regulated in the aortic arch by the treatment with 4. blazei. However,
in the arthritis model, treatment with A. blazei reduced dramatically neutrophil infiltration to the
articular cavity as well as the number of leukocytes adhered to the knee microvasculature.
Moreover, chemokines responsible for neutrophil (CXCL-1, CXCL-2) migration and also the
cytokine IL-1p was significantly reduced, even though an increase in neutrophils CXCR-2"%" was
detected. Although there was a decrease of the inflammatory activity in the antigen injection site,
there was no change in parameters like hyper nociception or MPO activity in the periarticular tissue.
Inversely to what is observed in non-challenged animals, treatment with 4. blazei decreases the
release of TNF-a in cultured splenocytes, what seems to indicate that the observed effects vary
accordingly to the degree of cellular activation. Additionally, we detected an increase in cell death
in the articular cavity, which points to a possible way through which 4. blazei reduces the
inflammatory response in this model. Taking all this into account, we can conclude that 4. blazei
causes a cellular immunostimulation, and, in the atherosclerosis model it assumes pro-atherogenic
consequences but in the ATA model, it clearly displays an inhibitory effect in the local production of
chemokines and in a decrease of the neutrophil infiltrate. Further studies are required to clarify the

mechanisms through which A. blazei causes its effects in the arthritis model.

Keywords: Agaricus blazei; inflammation, diet; antigen-induced arthritis; atherosclerosis, diet.
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1. INTRODUCAO



Historicamente, evidéncias de que a nutrigdo tem impacto direto na resposta imunoldgica ou
inflamatoéria, foram primeiramente observadas em investigagdes clinicas e modelos experimentais
que mostraram que deficiéncias nutricionais podem causar susceptibilidade a infecgdes respiratorias
e gastrointestinais, aumentado a gravidade dos sintomas e duracdo da doenga 2 No Brasil esta
situacdo ¢ particularmente relevante, uma vez que existe uma alta prevaléncia de desnutri¢ao

hospitalar, proxima a 48% °

, € que essa estd diretamente relacionada com prejuizos no
funcionamento do sistema imunoldgico.

Doengas com um componente inflamatorio reconhecido sao tratadas em geral com farmacos
especificos e anti-inflamatérios. No entanto, desde que componentes nutricionais sdo capazes de
exercer fungdes na inflamacio®, a dietoterapia deve ser parte integrante do tratamento e pensada de
forma criteriosa, baseada em evidéncias cientificas, pois pode acarretar beneficios* > ou maleficios®
dependendo do balago entre os nutrientes, presentes nos alimentos, escolhidos.

Nesse sentido, os recentes avangos em nutricdo tentam buscar alimentos/nutrientes com
fungdes na modulagdo do estado imune/inflamagdo, com potenciais agdes terapéuticas. O
entendimento da relacao entre estado imunologico e a nutricao progrediu nas ultimas décadas, e os
estudos atuais focam nos mecanismos pelos quais nutrientes sdo capazes de modular o sistema
imune na saude e na doencga.

Entre os alimentos com potenciais efeitos terapéuticos estd o fungo Agaricus blazei, uma
espécie nativa do Brasil, que pertence a familia dos fungos basidiomicetos (cogumelos), e tem sido
utilizada em varias partes do mundo por suas alegacdes funcionais’. Cogumelos tém sua historia
bem estabelecida nas terapias orientais, como Ganoderma lucidum (Reishi), Lentinus edodes
(Shiitake), Inonotus obliguus (Chaga) e muitos outros que tém sido cultivados e usados na Coreia,
China, Japdo e Rissia®. O namero de diferentes espécies de fungos na Terra é estimado em 140.000,
dentre as quais somente 10% sdo conhecidas. Das 14.000 espécies, cerca de 50% sdo comestiveis e
aproximadamente 700 espécies tem atribui¢des de propriedades terapéuticas®. Além de ser
consumido in natura, seco ou como infusdo, o 4. blazei ¢ também comercializado em capsulas,
comprimidos ou tabletes.

Popularmente, esse cogumelo ¢ utilizado na protecdo ao cancer, diabetes, hiperlipidemia,
aterosclerose e hepatite cronica °. Embora clamado por possuir estes beneficios, faltam estudos
conclusivos na literatura que reforcem ou refutem seus efeitos na maioria das doengas mencionadas.

Diversos trabalhos tem focado na capacidade imunoestimulatoria do A. blazei ' ' 2.
Outras evidéncias sugerem, que em modelos de neoplasias malignas ou em células tumorais o A.
blazei possui efeito benéfico, diminuindo o crescimento dos tumores e causando a apoptose nas

, . 13; 14; 15; 16; 1 . . . .
células tumorais'™ '* 19 1% 17 No entanto, existe ainda uma lacuna sobre o entendimento da atuagio
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desse cogumelo em doengas caracterizadas tipicamente como inflamatdrias, e adicionalmente, dos
efeitos do seu consumo oral, principal forma de uso popular.

Por essa razao, foi despertado o interesse por nosso grupo, que estuda diversos modelos de
doencas inflamatorias, a investigacdo da administragdo do 4. blazei em alguns desses modelos, por
entendermos que a patogénese na resposta inflamatoria € peculiar a cada doenca. A presente tese
tem como principal foco, os modelos murinos de aterosclerose e artrite.

A aterosclerose, como mencionado, ¢ uma doenga inflamatdria cronica e que € induzida por
disturbios do metabolismo lipidico, sendo responsdvel por uma grande proporcao de doencas
cardiovasculares '®. A aterosclerose acomete os vasos sanguineos e resulta em doenca cardiaca
corondria (infarto agudo do miocardio, IAM) e doenca cerebrovascular (acidente vascular
encefalico, AVE). De acordo com a OMS", em 2008, as doengas cardiovasculares representaram
17,3 milhdes das mortes em todo o mundo, e dessas, 7,3 milhdes foram por IAM e 6,2 milhdes
foram por AVE, consequéncias diretas da aterosclerose. Projeta-se que em 2030 o nimero de
mortes por doencas cardiovasculares atinjam 23.6 milhdes de pessoas em todo o mundo .

Estudos anteriores do nosso grupo analisaram a agdo do 4. blazei nos fatores de risco, e
diretamente na formacao da aterosclerose e mostraram que o A. blazei ndo foi capaz de influenciar
de forma determinante os fatores como a dislipidemia, hiperglicemia e a e marcadores de estresse
oxidativo em camundongos apoE nocaute. Apesar dessa constatacdo, houve aumento significativo
da lesdo aterosclerdtica. Sendo assim, provavelmente, a acdo do A. blazei sobre a resposta
inflamatéria no camundongo apoE pode ter sido o que desencadeou o agravamento da aterogénese,
uma vez que outros fatores de risco tradicionais ndo foram agravados. A partir desse primeira
constatagdo, tornou-se nosso interesse investigar os mecanismos inflamatorios celulares, pelos quais
0 A. blazei interfere na progressao da lesdo ateroscleroética.

Paralelo ao estudo da aterosclerose, surgiu também o interesse na artrite reumatoide, uma
condicdo que atinge aproximadamente 1% da populagdo mundial, caracterizada por um estado
inflamatoério sist€émico que envolve diversos 6rgaos, incluindo articulagdes, pele, olhos, pulmao e

20; 21

vasos sanguineos . Esse processo inflamatorio afeta outras doengas inflamatorias cronicas e em

particular, a artrite reumatéide, é considerada um fator de risco independente para a aterosclerose™*
2 2 A escolha dos dois modelos justifica-se pela possibilidade de complementagio do
entendimento das alteragdes da resposta inflamatoria geradas pelo 4. blazei.

Portanto, nossa hipotese ¢ que o A. blazei, oferecido na dieta, é capaz de induzir ativaciao
de componentes da resposta inflamatéria de forma sistémica e isso pode acarretar no
agravamento da aterosclerose e da artrite.

Espera-se que esse trabalho possa contribuir para o estabelecimento de uma referéncia do

efeito da suplementagado dietética do 4. blazei em doencas inflamatorias.
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2. REVISAO DA LITERATURA



2.1 Agaricus blazei

2.1.2 Agaricus blazei e sua composi¢ao nutricional.

Cogumelos comestiveis sdo popularmente conhecidos por suas caracteristicas nutricionais,
usados principalmente nas dietas vegetarianas, sendo alimentos de baixa caloria, com altas
concentragcdoes de minerais, vitaminas e fibras. O Agaricus blazei (Figura 1) ¢ uma espécie de
cogumelo comestivel, nativo do Brasil, que pertence a familia dos fungos basidiomicetos e tem sido
utilizada significativamente em varias partes do mundo por suas provaveis alegacdes funcionais’ .

Também conhecido popularmente como “Cogumelo do Sol” € natural das regides serranas
da Mata Atlantica do sul do estado de Sao Paulo, mais especificadamente do municipio de Piedade.
Nas décadas de 60 e 70 foi coletado para a investigagdo das suas possiveis propriedades funcionais
e entdo enviado para o Japdo, onde é conhecido como “Himematsutake” ou “Kawariharatake’. A
partir de entdo, comegou-se sua comercializacdo em larga escala para todo o mundo.

A composicao nutricional do A. blazei, assim como outros alimentos, sofre influencia de
varios fatores como técnicas de cultivo, por¢do consumida e tamanho do cogumelo. Os Cogumelos
geralmente sao compostos por cerca de 90% de agua. Quando desidratado, o 4. blazei tem um valor
energético aproximado de 400 kcal/100g. Quanto a sua composi¢do de macronutrientes, possui
cerca de 40% de carboidratos, 40% de proteinas e 1% de lipideos. Fibras representam 9% do peso
seco e dentre as fibras soluveis estdo as -glucanas (dados do produtor, Anexo C).

O A. blazei fornece 2 vezes a recomendagdo para adultos (IDR 2005) de Niacina e
Riboflavina. A concentracao de ferro nesse cogumelo, merece destaque, chegando a 25mg por 100g
de peso seco. Além desses micronutrientes, o A. blazei contém Calcio, Vitamina D entre outras

vitaminas do Complexo B, porém as mesmas nao estao presentes em quantidades significativas.

Figura 1: Agaricus blazei 3
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Quanto aos compostos bioativos, alguns metabolicos podem ser isolados dos corpos
frutiferos ou de culturas puras do micélio. Dentre os componentes do 4. blazei destacam-se as
proteoglucanas e [3-glucanas, que podem ser definidas como polissacarideos nao digeridos, que sao
os principais componentes da parede celular de leveduras e cogumelos®®. As glucanas podem ter
ligacdes do tipo a ou 3. No corpo frutifero do A. blazei as a-glucanas e B-glucanas estdo presentes
em concentracdes diferentes nos diversos estados de maturagao.

Kawagishi e colaboradores®’, separaram os compostos do corpo frutifero do Agaricus
blazei para a avaliagdo da sua atividade anti-tumoral. Uma das fragdes, denominada FIII-2b,
composta de proteinas e de (1 —6)-B-D-glucana foi a mais eficiente quanto a a¢ao antitumoral.

Outro composto bioativo que ja foi identificado nos corpos frutiferos do Agaricus blazei é
a Agaritina (N-y-L-(+)glutamil-4-hidroximetilfenilhidrazina), que estd presente no género Agaricus.
Quando metabolizada, forma um composto que parece ter atividade antimutagé€nica, o 4-
(hidroximetil) benzenodiazonio. A Agaritina, pode variar suas concentragdes dependendo do cultivo
e processamento do Agaricus blazei. Os estudos que analisam o potencial anticarcinogénico desse
composto ainda sdo controversos *.

Em relacdo a composicao lipidica de cogumelos e especificamente do Agaricus blazei, o
ergosterol ¢ o esteroide que constitui a membrana celular desses organismos e ¢ similar ao
colesterol em mamiferos. Ele ¢ também o precursor da vitamina D, Takaku, et al.,zg isolaram um
ergosterol do A. blazei e testaram sua capacidade antitumoral no modelo murino de sarcoma 180.
Foi demonstrado que o ergosterol inibe o crescimento tumoral por impedir a angiogénese.

O Quadro 1 sumariza os compostos bioativos do Agaricus blazei.
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Quadro 1 - Compostos bioativos do A. blazei descritos na literatura até 2011.

COMPOSTO POSSIVEL ATIVIDADE REFERENCIA
B-D-GLUCANA Anti-tumoral e Kawagishi, 1989 *’; Itoh, 1994 '°
imunoestimuladoras
AGARATINA Anti-mutagénica Liu, 2008 **
ERGOSTEROL Anti-angiogénica Takaku, 2001%°
LECTINA Anti-tumoral Kawagishi, 1988 %
PROTEOGLUCANAS Imunoestimuladora Kim, 2005 *°
PIROGLUTAMATO DE SODIO Anti-angiogénica Kimura, 2004 °

Os extratos derivados do A. blazei sao comercialmente disponiveis, no entanto, ndo ¢ bem
definida a composi¢ao dos mesmos, o que influencia nas fungdes atribuidas a esse fungo.

A variacao da composi¢do dos extratos se da pelos diferentes métodos de cultivos, como
também, pela producdo de metabolicos secundarios dos cogumelos tais quais as micotoxinas. Além
disso, a composi¢ao dos extratos também depende do tipo de extragdo, se aquosa, alcodlica ou das

fracdes lipidicas.

2.1.3 Agaricus blazei e a¢des descritas no sistema imunologico

A capacidade do Agaricus blazei, em induzir a expressdo ou secrecdo de citocinas pro-

. R - 1; 32; 33; 34
inflamatérias tem sido estudada % 3% 33

e ja foi demonstrada a capacidade do Agaricus blazei em
estimular a secrecdo de IL-8 e TNF-0, em macrdfagos murinos in vitro> . Outro exemplo de acdo do
Agaricus blazei sobre a secregdo de citocinas, ¢ o estudo de Kasai e colaboradores®’ mostrando o
aumento da secrecao de IL-12 em células mononucleares periféricas humanas. Nesse estudo, ainda
foi demonstrado que a secrecao de IL-12, estimulada por Agaricus blazei ¢ dependente do receptor
do tipo Toll 4 (TLR4). O Agaricus blazei também aumentou o nimero de células Natural killer no
bago de camundongos C57BL/6>".

O efeito de Agaricus blazei na secre¢ao das citocinas pro-inflamatorias IL-1B3, 1L-6 e da
citocina anti-inflamatérias IL-10 foi também avaliado em células endoteliais e em mondcitos 2.
Houve aumento na secre¢ao de IL-1pB, IL-6, IL-8 e TNF-a em cultura de mondcitos e, de forma
menos pronunciada, em cultura de células endoteliais, sem modificacdo nos niveis de IL-10. Foi
também demonstrado que o Agaricus blazei inibe a expressao génica das interleucinas 1L-2, IL-4 e

IFN-y em células mononucleares periféricas humanas™.
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Além do efeito sobre a producdo de citocinas em leucocitos e células endotelias, o
Agaricus blazei também foi capaz de aumentar a apresentacdo de antigenos por células
dendriticas® *°.

Trabalhos de Choi et al.,”” sugerem que Agaricus blazei pode reduzir a reacio anafilatica
tanto in vivo quanto in vitro. Estes autores mostraram que a administracdo intradérmica de um
extrato aquoso de Agaricus blazei inibiu a resposta alérgica local ao composto 48/80, indutor de
anafilaxia. Além disso, o Agaricus blazei foi capaz de inibir a liberacao de histamina por mastdcitos
estimulados em cultura celular, também caracteristico de alergia. Esses efeitos sugerem um efeito
do Agaricus blazei na atenuacao de respostas alérgicas.

As varias fragdes do Agaricus blazei atuam como descrito de muitas maneiras biologicas e
em diversos aspectos modulando as respostas imunologicas, podendo levar a atividades funcionais
diversas. Nao ha duvidas de que o Agaricus blazei tem grande potencial imunoestimulador no
entanto seus mecanismos de acdo em diversas condi¢des inflamatorias ainda nao estdo claramente
demonstrados.

A orientagdo da utilizacdo racional de alimentos em especial daqueles que concorrem a
denominag¢ao de alimentos funcionais ¢ de grande importancia para a saude publica, uma vez que os
mesmos irdo fazer parte do consumo normal da populagdao com o intuito de prote¢do auxiliar nas

diversas desordens relacionadas ao sistema imunoldgico.
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2.2 Aterosclerose

2.2.1 Aterosclerose: Inicio e desenvolvimento da lesio

Aterosclerose, como anteriormente mencionado, ¢ uma doenca inflamatoria cronica da parede
arterial, induzida por distarbios do metabolismo lipidico, com presenca de células (macrofagos,
células T, células B, células Natural Killer, células musculares lisas e células dendriticas) e
elementos fibroticos das médias e grandes artérias *% > %,

A hipoétese oxidativa da aterosclerose sugere que o processo aterosclerotico possa ser iniciado
por danos no endotélio vascular, produzido por modificacdes oxidativas da LDL *'.

Altas concentragoes de LDL no plasma podem levar a altas concentragdes de LDL no espago
subendotelial. Essa LDL aprisionada na intima pode tornar-se modificada oxidativamente por
espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas por células endoteliais, macréfagos residentes e
células musculares lisas **.

A oxidacdo da LDL parece ocorrer em dois estdgios: o primeiro, ocorre antes que OS
monocitos sejam recrutados e resulta da oxidacao dos lipideos da LDL, com pequena alteragdo na
apoB *. Neste estagio, a LDL apresenta-se minimamente oxidada (mmLDL), e ainda pode ser
reconhecida pelos receptores de LDL das células **. A LDL, quando minimamente oxidada, é capaz
de provocar dano no endotélio, podendo induzir a expressdo da proteina-1 quimiotatica para
monocitos (MCP-1) pelas células endoteliais € macrofagos, e do fator estimulador de colonia de
macrofagos (M-CSF) pelas células endoteliais; além de aumentar a expressdao de moléculas de

~ , .. 43 4
adesdo nas células endoteliais ** *°. O

segundo estagio de oxidacdo, formando LDL oxidada,
comeg¢a quando monocitos sdo recrutados para a lesdo e convertidos em macrofagos, onde
contribuem com sua enorme capacidade oxidativa. Nesta fase, os lipideos da LDL sdo
adicionalmente oxidados e a parte protéica da LDL também ¢ modificada, o que impede o
reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL, tornando-a reconhecivel apenas pelos
receptores scavengers presentes nos macréfagos e células musculares lisas ** .

Estes receptores scavengers tais como SRA1, SRA2 e CD36, estdo presentes na superficie
dos macrofagos e células musculares lisas da parede arterial e ndo sofrem regulagdo negativa, isto €,
sua expressao nao ¢ regulada pelo conteudo intracelular de colesterol. A interagao de LDL oxidada
(LDLox) com os receptores scavengers resulta na rapida captacao dessa lipoproteina pelas células
musculares lisas e macrofagos. A LDLox ¢ degradada intracelularmente, o colesterol livre ¢
esterificado pela acil CoA: colesterol aciltransferase-1 (ACAT-1) e em seguida armazenado nas

ST . \ 7 47; 4 4 4
gotas lipidicas, conferindo as células o aspecto de espuma ****. O acumulo de células espumosas,
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unidade bésica da lesdo aterosclerdtica, leva a formagdo da primeira lesdo da aterosclerose: a estria
gordurosa **.

A migracao de monocitos para a parede arterial € um dos eventos iniciais na patogénese da
aterosclerose * *°. Embora seu recrutamento para a parede arterial e subseqiiente diferenciacio em
macréfagos possa inicialmente servir como fungdo protetora por remover particulas de LDL
oxidada ou células apoptoticas, o acimulo progressivo de macréfagos na parede do vaso e a
captacao de formas modificadas de LDL via receptores scavengers sao responsaveis pela formacao
de lesdes aterosclerdticas 212,

Apds a migracdo, a interacdo entre monocitos, linfocitos T e as células endoteliais
vasculares acontece por moléculas de adesdo expressas na superficie das cé€lulas endoteliais e
células musculares lisas ativadas, que se ligam a receptores (integrinas) na superficie das células
mononucleares circulantes > **. As moléculas de adesio pertencem a varias classes, como
selectinas, molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e moléculas de adesao vascular —1 (VCAM-
1).

A expressao dessas moléculas pode ser aumentada por citocinas inflamatérias tais como IL-
1b, TNF-a e IFN-B >* %, porém ICAM-1 pode ter sua expressdo aumentada por outros mediadores
inflamatorios, tais como estresse oxidativo *° for¢a de cisalhamento; LDL nativa e oxidada >” °%;
microrganismos, incluindo Chlamydophila pneumoniae * ¢ T. cruzi ®°. Elas sio minimamente
expressas no endotélio normal; contudo em estagios precoces da aterosclerose, aumentam
significantemente sua expressio °'.

A transicdo de estria gordurosa, relativamente simples, para lesdo mais complexa, ¢
caracterizada pela migragdo de células musculares lisas (SMC) da camada média da parede arterial
para a intima ou espago subendotelial. As SMC podem proliferar e captar lipoproteinas
modificadas, contribuindo para formacdo de células espumosas. Essas células também podem
sintetizar proteinas da matriz extracelular, levando a formagio da capa fibrosa ** * . A
proliferagdao e a migracdo de SMC ¢ provocada por fatores de crescimento e citocinas produzidos
por macrofagos, células T e células endoteliais >, Todavia, SMC também sio fontes de mediadores
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inflamatérios tais como MCP-1 ™. Assim, a estria gordurosa pode progredir para uma lesao

intermedidria e finalmente para lesdo complexa com calcificagdao, acimulo de plaquetas, podendo
ocorrer ruptura do endotélio e trombose %’

A lesdo fibrogordurosa, ou intermedidria, contém os mesmos elementos celulares da estria
gordurosa. Entretanto, a propor¢do relativa dos macréfagos carregados de lipideos, células T e
células musculares lisas pode variar de lesao para lesao. Geralmente, a lesdo fibrogordurosa alcanca

uma aparéncia mais complexa, consistindo de camadas alternadas de células espumosas e células

musculares lisas, com uma grande quantidade de tecido conjuntivo. Esta fase de desenvolvimento
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da lesdo ¢ influenciada por interacdes entre mondcitos/macrofagos e células T que resultam na
aquisi¢do de caracteristicas de estado inflamatorio cronico. As células T da lesdo estdo ativadas
expressando citocinas do tipo 1 (pré-inflamatdrias) e do tipo 2 (anti-inflamatorias) **. Similarmente,
macroéfagos, células endoteliais e SMC apresentam-se ativadas produzindo produtos inflamatorios,
tais como TNF-a, IL-6 e MCP-1 63,

A placa fibrosa ou placa avangada ou lesdo complicada, possui uma superficie coberta por
uma capa de espessura variada, consistindo de varias camadas de células musculares lisas cercadas
por uma matriz densa de tecido conjuntivo que contém coldgeno, fibras elasticas e proteoglicanos.
As células musculares lisas que compdem esta lesdo tomam uma caracteristica plana *°. A formacio
da lesdo avancada ¢ usualmente associada com uma continua diminui¢do da espessura da camada
média da artéria, resultante da migracdo das células musculares lisas para a camada intima e
multiplicacio das células musculares na intima durante o desenvolvimento e progressio da lesio®’.

Este estagio de desenvolvimento da lesdo pode apresentar um centro necrotico que consiste de
debris de células, material lipidico extracelular como cristais de colesterol e células espumosas.
Estudos com humanos e modelos animais de aterosclerose sugerem que a apoptose tem papel
importante na formagio do centro necrético *.

Embora lesdes avangadas possam proporcionar sintomas de isquemia como resultado de
estreitamento progressivo do limen do vaso, eventos cardiovasculares agudos que resultam em
infarto agudo do miocardio podem ser gerados por ruptura da placa ou trombose *.

O processo de ruptura da placa pode ser determinado pela estabilidade das lesdes. Lesoes
estaveis que sdo caracterizadas por SMC embebidas de densa matriz de colageno, com baixo
contetdo de células inflamatérias e lipideos no centro necrético sio mais resistentes a ruptura °°.

Ja as regides onde as lesdes apresentam um grande infiltrado de células inflamatorias e centro
necrético, capa fibrosa fragil e fina, com pouca quantidade de colageno, sdo regides mais
suscetiveis a ruptura, caracterizando lesdes instaveis .

A presenca de metaloproteinases ja foi detectada na regido de ruptura de placa. Essas enzimas
sdo secretadas por macrofagos e influenciam a estabilidade das lesdes por degradarem as proteinas

da matriz extracelular, proporcionando lesdes mais instaveis *.
2.2.2 Aterosclerose e sistema imunolégico
A resposta inflamatéria ¢ controlada pelo sistema imunologico, cujos componentes sao

abundantes na placa aterosclerotica. Imunidade inata pode ser representada por macrdéfagos,

também necessarios para iniciagdo da aterosclerose. Na imunidade adaptativa, as respostas imunes
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sdo iniciadas quando células B e T reconhecem antigenos especificos envolvidos no processo da
doenca """,

Em relacdo a imunidade inata, sdo grandes as evidéncias da ativagdo pro-inflamatéria, por
antigenos inespecificos, que podem influenciar no curso da aterosclerose. Essa ativacao pro-
inflamatoria, envolve muitos tipos celulares, os mais importantes macrofagos e células dendriticas,
que expressam um repertorio de receptores altamente conservados conhecidos por receptores
padrao de reconhecimento (PRRs), tais como os receptores scavenger e toll-like, que reconhecem
moléculas padrio associadas a patogenos (PAMPs)"? .

Evidéncias da participagao da imunidade adaptativa na aterosclerose foram demonstradas
por DANSKY et al.”” ¢ REARDON et al. " que relataram que o cruzamento de camundongos apo-
E” com camundongos deficientes em células B e T (Rag'/ ) revelaram reducdao na lesdo
aterosclerdtica inicial quando comparados com controles apo-E'/' imunocompetentes. Contudo, o
impacto do defeito imune ndo era detectado nos casos de hipercolesterolemia grave.

A andlise dos componentes celulares do ateroma de camundongos apo-E”~ mostrou que
linfocitos T CD4" e CDS" tém sido detectados nas lesdes e que a infiltragdo de linfocitos T é mais
proeminente na fase inicial da lesdo e diminui 4 medida que as lesdes progridem””, porém em todos
os estagios de desenvolvimento da lesdo h4 predominancia de linfocitos T CD4” e macréfagos’™. A
migracao de monocitos e linfocitos para o espaco subendotelial ocorre em resposta a um gradiente
de fatores quimiotaticos, tal como MCP-1, produzidos pelas células inflamatérias e pelas células
presentes na parede vascular, incluindo células endoteliais e células musculares lisas’’.

Macrofagos da placa expressam IL-12 e IFN-y, duas citocinas pré-inflamatorias, que t€m
papel ativo nas fases iniciais da aterosclerose, implicando no envolvimento da resposta imune do
tipo Thl na patogenicidade da doenca "™ . Outras citocinas, como TNF-o, TNF-f, IL-2, IL-1p
aumentam a aderéncia de monocitos no endotélio e tém papel na formagao de estrias gordurosas.
Dessa forma, a interagdo de um ou mais fatores como citocinas, moléculas de adesdo e quimiocinas
podem promover o recrutamento de linfocitos e mondcitos para a intima das artérias ** local em que
se acumulam e dao sequéncia ao processo inflamatorio.

Na Figura 2, estdo representados os componentes do sistema imune presentes na lesdao

ateroscleroética.
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Figura 2: Componentes do sistema imune na placa aterosclerotica®'.

O ateroma apresenta um centro lipidico, incluindo cristais de colesterol, células vivas a apoptdticas e uma capa fibrosa
com células musculares lisas e colageno. Varios tipos de células da resposta immune estdo presents em todo o ateroma,
incluindo macréfagos, células T, mastocitos e células dendriticas. Do lado externo a intima a adventicia envolve o
tecido conectivo, neste local as células da resposta imune se acumulam causando a progressao da placa, podem também

alcancar estruturas linféides terciarias com centros germinativos. APC- célula apresentadora de antigeno.
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2.3 Artrite

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenca inflamatoria cronica que acomete cerca de 1%
da populacio mundial ** e estd associada a uma alta taxa de morbidade e de mortalidade,
principalmente em decorréncia de eventos cardiovasculares™ *,

A Artrite ¢ uma doenga complexa e multifatorial na qual, varios fatores estdo envolvidos,
sejam eles fatores genéticos, ambientais ou auto-imunes **. No entanto, a hierarquia dos eventos
inflamatdrios que causam a artrite ainda nao esta bem estabelecida.

A patologia da artrite € caracterizada por acometer primariamente articulagdes das maos e
dos pés®. A resposta inflamatoria ocorre na membrana sinovial com a formagdo de pannus
(crescimento excessivo de tecido conjuntivo sobre a superficie articular), em que hé invasdo e
destruicio das estruturas articulares®. A cavidade sinovial torna-se hiperplasica em decorréncia de
um aumento dos sinoviocitos e nesta regido intersticial, ocorre intensa angiogénese, com presenga
de infiltrado inflamatorio de diversos tipo celulares, incluindo linfocitos T, B, neutréfilos e

% Na Figura 3, estdo representados os eventos inflamatorios e tipos celulares

macrofagos
envolvidos na patogénese da artrite.

O envolvimento de células T na artrite reumatdide, ¢ evidenciado uma vez que, a
apresentacao de antigenos para linfocitos pelo complexo de histocompatibilidade II (MHCII) pode
afetar a predisposi¢do a doenca dependendo do alelo de MHCII expresso®®. No entanto, apesar da
deteccao de linfécitos T na inflamacgdo sinovial, a participagdo de células T parece ser coadjuvante
as inatas, uma vez que tratamentos com ciclosporina, imunossupressor de células T, anticorpos anti-
CD4 e anti-CD52 surtem poucos efeitos benéficos ao paciente®. Mesmo diante dessa evidéncia, a
resposta do tipo TH1 € caracteristica na artrite, por as citocinas IFN-y, linfotoxina-f3 (LTf) e TNF
estarem presentes™ . Mais recentemente, o envolvimento da resposta inflamatéria TH17, tem sido
descrita como uma resposta efetora crucial em modelos murinos®” *.

Células B, participam da patogénese da artrite pela producdo de diversas citocinas e
quimiocinas tais como IL-6, IL-10 e LTP®. Drogas direcionadas para agirem sobre células B, como
a rituximabe, apresentam eficiéncia maior no controle da artrite quando compara as drogas que tem
como alvo, linfocitos T %°.

Os neutrofilos sdo as células mais abundantes nas articulagdes de pacientes com AR em
fase ativa °'. Essas células sio capazes de liberar diversos mediadores inflamatorios, como
citocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS), além das proteases podendo causar danos
articulares, diretamente a cartilagem e ossos, como também, a amplificacdo da resposta
inflamatéria®”.

Dentre os mediadores inflamatorios produzidos pelos neutréfilos, vérias citocinas como,

TNF-a, IL-8, II-1f e IL-6 tem sido relatadas como mediadores importantes na patogénese da
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artrite™. Elas assumem papéis em todas as fases da doenca por promoverem auto-imunidade,
contribuirem com a manuteng¢ao da inflamacao e direcionarem a destrui¢ao dos tecidos ad; acentes™.
A citocina TNF-a apresenta um papel chave em diversos processos, como inflamacao,

- 94 . .
939 , estando esta, envolvida na maior

imunomodulacdo, crescimento, angiogénese e citotoxidade
expressao de moléculas de adesdo tanto em polimorfonucleares circulantes, quanto em células
endoteliais®. Além disso, o TNF-o estimula também a sintese de outras citocinas, ativando células
endoteliais, fibroblastos, osteoclastos e condrocitos °* °’. O TNF-a tem sido demonstrado por atuar
na migracao de neutréfilos, na artrite induzida por adjuvante, bem como, na artrite reumatdide em

97; 98
humanos

. O TNF-a induz a ativacdo leucocitaria ¢ endotelial, ativacdo e sobrevida de
fibroblastos sinoviais, sensibiliza¢do de receptores nociceptivos e angiogénese *>* *°. Outra agio do
TNF-a ¢ o direcionamento da formacao de osteoclastos, mobilizando seus precursores da medula
ossea'”.

A IL-1p também ¢é detectada no soro de pacientes com artrite '°'. A IL-1p tem uma papel
chave na génese de osteoclastos e na perda 6ssea, mediado por TNF-0, uma vez que o TNF-a pode

. . ~ s r : ., 102; 1
induzir a expressdo de IL-1p principalmente por células mesenquimais '°* '

que tem um papel
central no processo de degradacao da cartilagem por inibir a sintese de matriz, bem como por
induzir a expressio de enzimas (MMPs -metaloproteinases) que a degradam'®. Injecdes intra-
articulares de IL-1p geram uma reducgdo de proteoglicanos, estimulam a apoptose de condrocitos e a
degradacdo da matriz 6ssea '

O acumulo e a permanéncia dos neutrofilos no sitio inflamatorio aumenta a resposta
inflamatodria, uma vez que, esses neutrofilos sdo capazes de produzir mais mediadores inflamatorios
amplificando assim, a resposta inflamatoria®. A apoptose de neutrofilos, seja essa, natural ou
induzida, esta associada com o a inducdo de mediadores antiinflamatorios e com a resolucao da
resposta inflamatoria'®. Recentemente, nosso grupo demonstrou, que a producio endégena ou
mesmo a administragdo de perdxido de hidrogénio, levou a resolucao da resposta inflamatoria em
um modelo experimental agudo de artrite induzida por mBSA em camundongos. Essa resolugdo
estava associada com diminuicao dos fatores que levam a sobrevida dos neutréfilos, induzindo a
apoptose dessas células'®’,

Além disso, os neutrofilos sdo células relevantes na producdo de mediadores que irao
induzir a hipernocicepcio (sensacio de dor)'®®. Isso ocorre, através da liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinaslog, da ativacao da producao PGE2 e LTB4 1% bem como, da producao
de radicais livres (superoxidos, peroxidonitrito) que contribuem para a génese da

9
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hipernocicepgdo'”. A dor é um dos mais importantes sintomas que acompanham a artrite

reumatdide, sendo esta, a principal causa das limitagcdes funcionais dos pacientes.
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Estratégias farmacoldgicas que inibam o recrutamento de neutréfilos para o sitio
inflamatério demonstraram efeitos positivos com relagao a patologia da artrite. Trabalhos do nosso
grupo demonstraram que estratégias que possam inibir o receptor CXCR2 (um importante receptor
para quimiocinas que induzem o recrutamento de neutréfilos, como para, CXCL2/KC) reduzem os
parametros inflamatorios observados tanto em um modelo murino de artrite induzida por antigeno

20 110

, quanto em um modelo experimental de artrite induzida por adjuvante em rato Esta

quimiocina, CXCL2 ou interleucina-8 humana, esta presente do fluido sinovial de pacientes com a
doenca ativa ou na articulacio de animais com artrite induzida''" 1% ',

Em relagdo a participacdo de macréfagos na patogénese da artrite, ¢ sabido que drogas
como metotrexato e inibidores de citocinas, agem primariamente inibindo a producao de citocinas
por macrofagos''®. Dessa maneira essas células agem como importante fonte de citocinas pro-
inflamatérias que vao levar ao agravamento da artrite. A sinalizagdo das fungdes efetoras de
macrofagos na sindvia, parece ser mediada pela ativa¢io de receptores do tipo toll 2, 3, 4 ¢ 6%. Em
relacdo ao tipo de ativacdo de macrdfagos na patogénese da artrite, € sabido que macrdfagos que
apresentam um fenétipo pro-inflamatério, denominados M1, sdo a maioria nas articulagdes com
artrite e agravam a doenca, enquanto macrofagos alternativamente ativados, denominados M2,
apresentam um perfil anti-inflamatério na artrite e um balanco favorecendo a presenga de

. ] 114
macrofagos M2 podem ser uteis no controle da doenga

. Além disso, sabe-se da fundamental
contribuicao de macrofagos na resolu¢do do processo inflamatoério induzido na artrite. Macréfagos
sdo as celulas responsaveis pelo clareamento dos neutrédfilos e falhas nesse processo, amplificam a
resposta inflamatéria na artrite'®”.

Com relacdo as citocinas e quimiocinas responsaveis pelo agravamento da artrite, podemos
dizer que essas também acarretam em repercussoes sist€émicas como a fung¢do alterada de adipocitos
(incluindo a liberagdo de adipocinas pro-inflamatérias como a adiponectina e resistina), a
resisténcia a insulina e podem culminar na sindrome metabdlica, além disso, ¢ observado um efeito
no sistema vascular e aceleracdo da aterosclerose *.

Como ja pontuado, o tratamento da artrite reumatdide € realizado em especial pelo uso de
farmacos, e entre os farmacos de escolha, estdo o Tocilizumabe”S, anticorpo monoclonal anti-

r 11 o eq e . .
”6, como também o metotrexato' ', potente inibidor do ciclo celular, o Anakinra,

receptor de IL-6
uma versao recombinante do antagonista do receptor de IL-1 humana, inibidor competitivo da IL-1
que demonstrou alguns efeitos sobre a erosdo dssea presente em pacientes com artrite reumatdide
1% o agentes bloqueadores de TNF-q, tais como Infliximabe (anti-TNF quimérico)'"’. No entanto,
por seus alvos serem tipos celulares diversos e alterarem a competéncia imunoldgica, esses
tratamentos farmacoldgicos desencadeiam efeitos adversos considerdveis, como aumento da

susceptibilidade a infec¢des, neutropenia e também hepatotoxidade.
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Diante disso, terapias adjuvantes, como a dietoterapia direcionada para o controle da
resposta inflamatoria, assumem um carater importante, pois podem acarretar em menores efeitos
adversos, além do baixo custo, que pode também repercutir na diminuicdo do gasto com o

tratamento farmacologico caso a dietoterapia seja eficaz.

a
Osteoclast
Joint capsule Fibroblast
’ Macrophage
Synovial Dendritic cell
membrane
T cell
Plasma cell
B cell
Joint space
Extensive
Cartilage angiogenesis
- Mast cell
Synoviocytes | | 8.
Hyperplastic
synovial lining
Bone

Figure 3: Eventos inflamatorios envolvidos na artrite.

A- Desenho esquematico da articulagdo do joelho normal. B- Desenho esquemadtico da articulacao do joelho acometido
pela artrite. Diversas células participam do processo inflamatoério, liberando mediadores inflamatérios que atuam
ativando e/ou mesmo recrutando outros tipos celulares amplificando a resposta inflamatoria. No processo inflamatdrio
da artrite, representado no painel B, pode-se observar a formagao de novos vasos, a hiperplasia da membrana sinovial e

destruicdo dssea.
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3. OBJETIVOS



3.1 Objetivo geral

Investigar o estimulo imunologico da suplementacao dietética com o cogumelo Agaricus

blazei nos modelos experimentais de aterosclerose e artrite.

3.1.1

Objetivos especificos

Parte I — Imunoestimulacio com Agaricus blazei.

Testar as consequéncias do estimulo do Agaricus blazei no intestino por meio de:
= Avaliacdo da permeabilidade intestinal;
= Determinagdo da concentracdo de IgA secretoria nas fezes;
= Avaliacdo da atividade de macrofagos e neutrofilos no intestino delgado;
Testar as consequéncias sistémicas do estimulo do Agaricus blazei por meio de.
= (Caracterizacdo das alteracdes imunologicas sistémicas por meio da avaliacdo do

fenotipo das células esplénicas (mondcitos, células NK, células NKT e linfocitos).

Parte II - Agaricus blazei na resposta inflamatoria cronica da aterosclerose no camundongo

apoE nocaute.

Observar a formacao e estabilidade de placas ateroscleroticas pela analise histologica da
lesdo na area da valvula adrtica em estagio inicial e avangado;

Avaliar a atividade celular de macréfagos no intestino, aorta toracica e abdominal;

Avaliar a atividade celular de neutrofilos, no bago, intestino, pulmao, aorta toracica e
abdominal;

Caracterizar possiveis alteracdes imunologicas sistémicas por meio da avaliacdo do fendtipo
das células esplénicas e circulantes (monocitos, neutrofilos, células NK, células NKT e
linfécitos);

Avaliar a inflamagdo sistémica por meio da dosagem de produgdo das citocinas TNF-a e
IFN-y no bago

Verificar a atividade inflamatdéria e fagocitaria das células das lesdes aterosclerdticas
cardiacas pela expressao de receptores scavengers SRA1, SRA2 e CD36; do receptor Toll
like-4; da molécula de adesio VCAM-1; das quimiocinas CXCL-1 e CCL-2 e das enzimas
MMP-9 e iNOS, por meio da técnica de real time PCR.

Parte 111 —Agaricus blazei na resposta inflamatoria da artrite induzida por antigeno (mBSA)

em camundongo.

Investigar alteragdes inflamatdrias sistémicas por meio da contagem total e diferencial de
leucécitos circulantes, como também, a analise do fenotipo de neutréfilos circulantes;

37



Investigar a hipernocicep¢do como parametro de agravamento/melhora da resposta
inflamatoria;

Avaliar o efeito na migracdo de neutrofilos e células mononucleares para a cavidade
articular;

Avaliar o comprometimento articular;

Observar a dindmica da microcirculacdo leucocitaria (rolamento e adesdo) avaliando a
interacdo leucdcito/endotélio in vivo na microvasculatura do joelho como pardmetro
inflamatorio;

Avaliar a liberagdo de citocinas e quimiocinas (IL-18, IL-10, CXCL-1 e CXCL-2) ¢ a
atividade de neutrofilos no tecido periarticular como parametro de atividade inflamatoria.
Testar a producao de citocinas (TNF- a e IL-10) como parametro de atividade inflamatéria
em cultura de bago;

Avaliar a morte celular no lavado da cavidade articular .
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4. MATERIAL E METODOS



4.1 Animais

Os camundongos C57BL/6 foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os camundongos homozigotos para a auséncia do gene da apoE
gerados no fundo genético C57BL/6, foram obtidos do Laboratorio de Bioquimica Nutricional
(LADiN), do Departamento de Bioquimica e Imunologia — ICB/UFMG.

Os animais de todos os grupos tiveram livre acesso a dieta e dgua e foram mantidos em
gaiolas coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00) e
temperatura controlada (20 a 24° C). Os animais foram mantidos em gaiolas para ratos ou
camundongos para até 6 animais.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacio
Animal da UFMG (CETEA/UFMG): n’ do protocolo 132/2009 (Anexo A) e n do protocolo
119/2010 (Anexo B).

4.2 Suplementacio dietética com Agaricus blazei

Para o tratamento dietético do estudo de imunoestimulacao (Parte I) e do estudo em artrite
(Parte II), foi oferecida aos animais de forma controlada e diariamente, ragdo comercial para
roedores, Labina®- Purina, (Nestlé, Brasil), processada em pellet suplementada com 5% de
Agaricus blazei desidratado em po, cedido pela empresa Minas Fungi®, Brasil. Para o grupo
Controle foi oferecida somente racdo comercial, Labina®- Purina, (Nestl¢, Brasil). As dietas foram
oferecidas por 6 ou 7 dias, dependendo do protocolo.

Para o tratamento dietético do estudo em aterosclerose (Parte III), foi oferecida aos animais
de forma controlada e diariamente, a dieta AIN-93G modiﬁcadalzo, suplementada com 5% de
Agaricus blazei desidratado em po, gentilmente cedido pela empresa Minas Fungi®, Brasil, em
substituicao parcial ao amido de milho. Para o grupo Controle foi oferecida somente dieta AIN-93G
modificada. As dietas foram oferecidas pelo periodo de seis e 12 semanas experimentais.

Os Quadros 2 a 4 mostram a composi¢ao qualitativa e quimica das dietas utilizadas.
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Quadro 2. Composicao qualitativa — Dieta AIN-93G modificada, controle e suplementada

com Agaricus blazei.

Ingrediente AIN-93G AIN-93G suplementada com A. blazei
(g/100g) (g/100g)
Caseina 20 20
Metionina 0,3 0,3
Sacarose 10 10
Celulose 5 5
Oleo de soja 7 7
Mistura de Minerais 3,5 3,5
Mistura de Vitaminas 1,0 1,0
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Amido de milho 52,95 47,95
Agaricus blazei seco - 5,0

Quadro 3. Composicio qualitativa — Racio comercial para roedores, Labina®- Purina,

(Nestlé, Brasil)*, controle e suplementada com Agaricus blazei.

Ingrediente Labina Labina
(g/100g) suplementada

com A. blazei

(g/100g)
Milho integral moido, cloreto de so6dio (sal comum), aditivo 100 95
antifungivo fungistatico, cloreto de colina, mix vitaminico e
mineral, feno de alfafa, fosfato bi-calcico, soja integral moida,
calcario calcitico, farelo de soja, farinha de peixe, farelo de trigo,
remoido de trigo.
Agaricus blazei desidratado em po - 5,0

* A composi¢do qualitativa dessa racdo foi fornecida pelo fabricante.
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Quadro 4. Composicao quimica das dietas utilizadas

Macronutriente  Labina Labina suplementada AIN-93G AIN-93G suplementada com

com A. blazei A. blazei
Carboidrato 50,30 49,92 63,04 59,66
(% do VCT)
Proteina 41,90 42,60 20,70 23,60
(% do VCT)
Lipideos totais 7,80 7,48 16,26 16,74
(% do VCT)
Densidade calérica 2,18 2,21 2,99 2,93
(Kcal/ g de dieta)

* A composi¢do nutricional da dieta AIN-93G foi calculada com base nas informagdes de REEVES
et al., 1993. Utilizou-se para o calculo tabela de composi¢dao de alimentos de PHILIPPI (2002) e
TACO (2006). A composi¢ao nutricional da racdo comercial para roedores, Labina®- Purina,

(Nestlé, Brasil) foi fornecida pelo fabricante.
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4.3 Estratégia experimental

4.3.1 Parte I — Imunoestimulacio pelo Agaricus blazei.

Trinta camundongos C57BL/6 machos, com 8 a 10 semanas de idade, foram utilizados no
estudo e distribuidos conforme as andlises realizadas. Os animais foram separados em 2 grupos:
grupo A.blazei com suplementacdo dietética com Agaricus blazei, e grupo Controle nao
suplementados.

Para a eutandsia esses foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de 0,1ml de
uma solucdo contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do
relaxante muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em tampao
fisiologico. Apds anestesia geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. O soro foi
separado por centrifugagdo a 6500 rpm por 5 minutos, em centrifuga de mesa Fanem Centrimicro
243. As amostras de soro foram armazenadas a -80°C para as andlises. Para o experimento de
permeabilidade intestinal o sangue coletado foi diretamente analisado.

Retiramos também o intestino delgado, e entdo, esse foi limpo sobre um papel filtro para
coleta das fezes que foram armazenadas a -80 °C. Amostras de intestino foram divididas em porgdes

(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) e armazenado em freezer a -80°C.

Camundongos C57BL6
Machos de 8 a4 10 semanas

A

{ Dieta com A. blazei ou dieta comercial \

Y -
2 semanas 6 semanas
[ ] [some |

| | |

‘ slgA Teste de permeabilidade intestinal Citometria de fluxo

NAG e MPO

n=4 n=6 n=3 n=5

Figura 4: Esquema experimental — Imunoestimulacio pelo A4. blazei.
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4.3.2 Parte II —-Agaricus blazei na resposta inflamatoria cronica da aterosclerose no

camundongo apoE nocaute.

Quarenta e oito animais apoE'/ “machos, de seis a oito semanas de idade, foram separados
em 2 grupos: apoE”" com suplementagio dietética com Agaricus blazei, denominado A.blazei e
apoE'/ " nao suplementados, denominado grupo Controle. Os animais foram distribuidos de acordo
com o peso inicial e niveis sanguineos de colesterol total. O experimento com tratamento dietético
decorreu por seis ou 12 semanas e ao final desse periodo os animais foram eutanasiados. Para a
eutanasia esses foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de 0,Iml de uma solugdo
contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do relaxante muscular
2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em tampao fisioldgico. Apds anestesia
geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. Foram coletados coracdo, aorta,
intestino, pulmao e bago que foram armazenados a -80 °C. Para as analises de citometria de fluxo,

baco e sangue foram prontamente preparados e analisados.

Camundongos apoE -
Machos de 8 a 10 semanas

{ Dieta com A. Alazei ou dieta padrio \

fr semanas [ 12 semanas

l l
Vv b T 1

‘ Baco Pulmdo || Intestino || Aorta Aot Baco Sanguc
l l l l 1 l n=7 n=5

MPO NAG ¢ MPO n=5 ; g
n=>5 Raiz da Aorta || Arco da Aorta | | Citometria de fluxo
Citocinas n=3 Raiz da Aorta l 1
Citometria de fluxo J’ Histologia Real time PCR
n=7 n=h n=6
Histologia
n=10

Figura 5: Esquema experimental — 4. blazei na aterosclerose.
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4.3.3 Parte III — Agaricus blazei na resposta inflamatoria da artrite induzida por antigeno em

camundongo (modelo agudo).

Para o estudo no modelo agudo de artrite, quarenta camundongos C57BL/6 machos, com 8
a 10 semanas de idade, foram utilizados no estudo e distribuidos conforme as analises realizadas.
Os animais foram imunizados, através de injecao por via subcutanea (s.c.), com uma emulsao
contendo 200uL de volumes iguais de PBS e adjuvante completo de Freud (CFA), na qual foi
dissolvida 500 ug de mBSA. Apds 7 dias da imunizagao, foram divididos em dois grupos: grupo
A.blazei com suplementacdo na dieta comercial com Agaricus blazei (5%), e grupo Controle
alimentados somente com dieta comercial. No 14° dia apds a imunizagdo com mBSA/CFA, cada
grupo anterior foi novamente dividido em mais dois grupos: grupo Artrite desafiados com mBSA
(10 pg/cavidade) através de inje¢do intra-articular (articulagdo fémur-tibial) e grupo PBS que
recebeu somente PBS através da inje¢do intra-articular. Dessa maneira, os quatro grupos
experimentais foram denominados PBS/Controle; PBS/A.blazei; Artrite/Controle ¢
Artrite/A.blazei. Apo6s 24 horas do desafio, os animais passaram pelo teste de hipernocicepcao,
microscopia intravital e sofreram eutanasia para as demais analises.

Para a eutandsia esses foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de 0,1ml de
uma solucdo contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg do
relaxante muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em tampao
fisiologico. Apds anestesia geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. Os joelhos
foram coletados para a histologia, o tecido periarticular para as dosagens de citocinas € o ensaio de
MPO, o lavado da cavidade articular e o sangue para a contagem total e diferencial de leucocitos.

Para a anélise de citometria de fluxo o sangue foi prontamente preparado e analisado. Para
a analise de microscopia intravital, os animais foram desafiados nos dois joelhos e somente o joelho

esquerdo foi analisado.
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Figura 6: Esquema experimental — 4. blazei na artrite.
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4.4 Protocolos experimentais

4.4.1 Teste de permeabilidade intestinal

Os camundongos C57BL/6 previamente tratados com dieta suplementada com 4. blazei ou
dieta controle, por duas semanas, receberam 0,ImL de solu¢do de DTPA marcado com 18,5 MBq
de *™Tc por gavagem, para avaliacio da permeabilidade intestinal. O padrio de dose que

corresponde a aliquota de igual volume de *™

Tc-DTPA oferecido aos animais foi utilizado para a
determinagdo da radioatividade no mesmo tempo dos demais tubos. Os camundongos foram
eutanasiados 6 horas apos o procedimento supracitado, para a retirada de 500 pL de sangue a partir
do plexo inguinal. O sangue foi posteriormente submetido a contagem da radioatividade. Os
resultados obtidos foram comparados com o padrdao da dose e calculados em percentual da dose de

acordo com a seguinte formula: % dose = (CPM do sangue*100)/CPM do padrao de dose.

4.4.2 Determinacao de IgA secretoria

Os titulos de anticorpos nas fezes do camundongos C57BL/6 previamente tratados com
dieta suplementada com A. blazei ou dieta controle, por duas semanas, foram medidos por ELISA.
As placas de poliestireno foram incubadas com solu¢do de tampao carbonato pH=9,6 contendo
anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos (Southern Biotechnology,
Birmingman, AL) na concentragdo de 1pug/mL por, no minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio foi feito
com uma solucao de PBS-0,5% caseina por uma hora a temperatura ambiente (200 pl/poco).
Posteriormente, as placas foram lavadas com solugdo salina-0,05%Tween por duas vezes. As
amostras foram incubadas em diluicao seriada (1:2) em PBS-0,5% caseina, durante uma hora a
37°C. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas. Anticorpos de cabra anti-IgA de
camundongo conjugados com biotina (Southern Biotechnology, Birmingman, AL) e diluidos
(1:5000) em PBS — 0,5% caseina foram adicionados aos pogos (100 puL/pogo) durante uma hora a
37°C. As placas foram novamente lavadas e incubadas com uma solu¢do de estreptavidina ligada a
peroxidase (Sigma, St. Louis, Missouri) diluida 1:15000 vezes em PBS-0,5% caseina durante uma
hora a 37°C. Finalmente, a revelagdo do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feito
utilizando a H,O, como substrato e orto fenilenediamina (OPD) como reagente de cor. Essa solucao
foi diluida em tampao citrato, adicionada a placa (100 pl/ pogo) e incubada por aproximadamente
20 minutos ao abrigo da luz. A reagdo foi interrompida com solucao de 4cido sulfurico (20ul/pogo)
e a leitura realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), em
492 nm.

47



4.4.3 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para avaliar o acimulo de neutrofilos foi utilizado o método de quantificagao da atividade
de MPO como descrito previamente '*'. Em suma, o tecido foi pesado, ressuspendido em 5% salina
EDTA (Buffer 1), submetido a homogeneizacdo e centrifugagdao (10.000g, 10 minutos). O
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 1,5 mL de NaCl 0.2% gelado e 1,5 mL
de NaCl 1.6% com glicose 5% gelada para cada 100 mg de tecido. Realizou-se nova centrifugacao
10.000g por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
tampao fosfato com HETAB (Buffer 2) e re-homogenizado por 30 segundos. As amostras foram
congeladas e descongeladas seguidamente (3 vezes) em nitrogénio liquido, submetidas novamente a
centrifugacao (10.000g, 15 minutos) e o sobrenadante coletado para ensaio de MPO. As amostras
dos tecidos foram diluidas trés vezes para o ensaio. Em seguida as amostras foram plaqueadas
(25ul/pogo) e a cada poco foi adicionado 25ul de tetramethylbenzine (TMB) a 1.6 mM. A placa foi
posteriormente incubada a 37°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 100ul por poco de H,0,
(0,002%) e o término da reacao foi dado com a adi¢ao de acido sulfurico 1M. A atividade da MPO
das amostras foi detectada por colorimetria em um leitor de ELISA (450 nm). Os resultados foram
expressos como absorbancia em 450nm por 100 mg de tecido.

A analise da atividade de MPO foi realizada no intestino, bago, pulmao, aorta e tecido

periarticular pertencente as partes I, II e III do presente trabalho.

4.4.4 Atividade da n-acetilglicosaminidase (NAG)

Porgdes do intestino, porgdes abdominais e tordcicas da aorta foram retiradas para
realizagdo do ensaio de NAG, pesadas e ressuspendidas, na propor¢ao de 1.9 ml de solugdo para
cada 100mg de tecido, em solucao salina 0,9% (4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck).
Logo em seguida foram homogeneizadas em homogenizador de tecido e, entdo, centrifugadas a 4°C
por 10 min a 1.500 g. Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio
de NAG.

A reacdo foi iniciada apds a adicdo de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminidase (Sigma-Aldrich), dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH 4.5), a uma
concentracao final de 2,24 mM, a 100 uL do sobrenadante recolhido apos centrifugacdo do
homogenato. A reagdo foi processada a 37°C por 10 min, em placas de 96 pogos.

O término da reagdo foi dado pela adi¢ao de 100 uL de tampao glicina 0.2 M (pH 10,6) e
quantificado em espectrofotometro a 405 nm. O infiltrado de macrofagos foi calculado a partir de

uma curva padrdo da atividade de NAG expressa em aumento de absorbancia a partir de
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macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, mediante inje¢ao de uma solucao de
tioglicolato de sddio a 3%. O lavado peritoneal foi realizado apés um tempo maximo de quatro dias

pos-injecao. Os resultados foram expressos em numero relativo de macrofagos.

4.4.5 Citometria de fluxo

Células isoladas dos 6rgdos (1 x 10°) foram plaqueadas e em seguida, adicionados 25 ul
por poco do coquetel de anticorpos monoclonais anti-marcadores fenotipicos conjugados com FITC
(fluoresceina), PE (ficoeritrina), Pe-Cy5 ou Alexa-488. Os anticorpos utilizados estdo relacionados
na tabela abaixo. As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C, no escuro. Posteriormente, as
células foram lavadas com 100ul por pogo de PBS-BSA-NaN3s e centrifugadas a 1200 rpm por 10
min. O sobrenadante foi descartado e, entdo, o procedimento de lavagem foi novamente repetido.
Posteriormente, as células marcadas com anticorpo biotina foram submetidas a uma nova incubagao
com estreptavidina e lavadas conforme descrito. Finalmente, as células marcadas foram
ressuspendidas em 200ul de solucao fixadora (0,5% de formaldeido em PBS1X) e mantidas a 4°C,
no escuro até o dia seguinte. A leitura foi feita usando o FACScan (Beckton Dickinson, Mountain

View, California). Leu-se 30.000 eventos eventos totais para as analises.
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Quadro 5: Anticorpos utilizados

Fenotipo provavel
NK
(Parte II -6 semanas)
NKT
(Parte II -6 semanas)
NK
(Parte II -12 semanas)
NKT
(Parte I1 -12 semanas)
L. T auxiliar ativado
(Parte II -6 semanas)
L. T citotéxico
(Parte II -6 semanas)
L. T duplo positivo
(Parte II -6 semanas)
Linfé6citos B
(Parte II -6 semanas)
Fagocitos
(Parte II -6 semanas)
Mondcitos/macrofagos
(Parte II -6 semanas)
Neutrofilos
(Parte IT - 12
semanas)
Neutrofilos
(Parte III)
Mondcitos/macrofagos
(Parte II -12 semanas)
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4.4.5.1 Analise da citometria de fluxo
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A analise da citometria de fluxo foi feita no programa FlowJo©, versao 8.7 (Tree Star, Inc.

1997-2009). Inicialmente, a regido de células linféides ou de células mieloides foi delimitada por

tamanho e granulosidade (FSC-H X SSC-H). Dentro dessas regides, selecionamos a regido positiva

de células linféides marcados com CD4", CD4'CD44", CD8", CD19", CD49b ou NK1.1; CD49b ou

NKI1.1 e CD3" (duplo positivas). Selecionamos também a regido positiva de células mieléides
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CD11b'CD86"; CD11b'CD11c"; CD11b'CD11c¢’; CD86F4/80" (duplo positivas); Ly-6G (Gr-1)".
Para as andlises de expressdao das moléculas de superficie, foi avaliada a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de CD54, CXCR2, TLR2 e CD86 dentro das populagdes positivas de interesse
citadas anteriormente. Dot plots representativos das estratégias de andlise estdo ilustrados nas

figuras a seguir.
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Andlise realizada no programa FlowJo®. A- Perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC) onde foi
selecionada a regido correspondente a populagio de células mieldides e posteriormente as células B- CD11b" CDI11¢;

C-CDI1b" CD86"; D- Ly-6G (Grl)', E-F4/80" CD11b’;
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4.4.6 Histologia das lesoes ateroscleréticas

A lesdo aterosclerdtica dos animais apoE nocautes foi avaliada na raiz aortica, regido com
presenca da valvula adrtica. Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente '*.
ApOs eutanasia, o sistema arterial foi lavado em PBS e feita a perfusdao com formalina 10% gelada.
O coracao foi separado da raiz adrtica e incluido em OCT (Tissue-Tek), sendo a aorta congelada a -
80C para analises posteriores. Para andlise da lesdo na raiz da aorta, cortes seriados congelados do
coragdo (Smm) foram coletados ao longo do sinus adrtico (400mm), corados por hematoxilina e
eosina ou tricomio de gomori, para a visualizagdo da area de colageno, e digitalizados. A érea da
lesdo foi quantificada por meio do software Image Pro Plus e expressa pela soma das placas
ateroscleroticas ao longo da raiz adrtica, sendo a area total da lesdo calculada pela soma das areas
obtidas em 10 cortes. Para a analise do coldgeno extracelular presente nas lesdes aterosclerdticas

. ~ . : 12
foram analisados 4 cortes ndo consecutivos por animal '** e os resultados foram expressos como

porcentagem de coldgeno pela area de lesdo.

4.4.7 Determinacio de citocinas por ELISA

O tecido periarticular do joelho, o homogenato do bago e o sobrenadante da cultura dos
esplendcitos, pertencentes as partes II e III do presente trabalho, foram coletados para realizagao do
ensaio de ELISA. Para isso, aos tecidos previamente pesados foi colocada a solugdo de extracao de
citocinas (ImL da para cada 100mg de tecido). Os tecidos foram homogeinizados e posteriormente
centrifugados (10.000g, 10 minutos, 4°C). Os sobrenadantes dos tecidos e o sobrenadante da cultura
de esplendcitos, foram coletados para o ensaio de ELISA. Os kits para ELISA de camundongo para
TNF-a, IFN-y, CXCL-1, CXCL-2, IL-10, IL-1 foram obtidos da R&D Systems (DuoSet) e
utilizados de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante.

Brevemente, as concentragdes das citocina e quimiocinas foram diluidas 1:3 em
PBS:BSA1%. Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 ul/poco de uma solugdo contendo
concentracao adequada do anticorpo captura especifico. Essa solu¢ao permaneceu em contato com a
placa durante 18 h a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas (4 vezes) com tampdo de
lavagem (PBS/Tween 0,1%). Logo apos, foram adicionados 200 pl/poco da solu¢do de bloqueio
contendo 1% de albumina de soro bovino em PBS. O tempo de bloqueio foi de no minimo 1 hora.
Em seguida, foram adicionados os padrdes de citocinas e quimiocinas, em concentragdo conhecida,
e as amostras (50ul/ po¢o). Dezoito horas apds a incubagdo a 4°C, as placas foram lavadas, sendo
adicionados 100 pl de uma solugdo de anticorpo de deteccdo, seguida de incubagdo de 1 h.

Transcorrido esse periodo e apos lavagem, foi adicionado a placa uma solucdo contendo
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estreptavidina ligada a peroxidase R&D Systems (DuoSet). Apos 30 min, a placa foi novamente
lavada, sendo adicionado o tampao substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H,O,
(Merck). A reagdo foi parada com acido sulfarico 1M. O produto de oxidacdo do OPD foi detectado

por colorimetria em um leitor de placas de ELISA no comprimento de onda de 492 nm.

4.4.8 Real time PCR
4.4.8.1 Extracio do RNA

As amostras do arco adrtico, processados sem a camada adventicia foram homogeneizadas
em 0,5 mL de TRIZOL (Gibco BRL, Rockville, MD) utilizando-se um homogeneizador elétrico,
conforme instru¢do do fabricante. As amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 a 10 min a
uma temperatura de 15° a 30° C, para permitir a completa dissociagdo de complexos
nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 100 pl de Cloroférmio de alta qualidade para cada
0,5 mL de TRIZOL. Foi realizada agitagdo em vortex e depois incubagdo por 3 min de 15° a 30° C.
O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 2 a 8° C. Apds a centrifugagio, a mistura
ficou separada em uma fase inferior (rosa), contendo fenol-cloroférmio, uma fase intermediaria e
uma fase aquosa transparente superior. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa que foi
transferida para um microtubo novo. O RNA foi precipitado com isopropanol (MERCK) de
altissima qualidade (250ul de isopropanol para cada 0,5ml de TRIZOL). As amostras foram
incubadas por 10 min a 15 a 30°C e entdo centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 2 a 8°C e entdo
formou-se um pequeno sedimento branco. Apds descarte do sobrenadante, foi adicionado 0,5 ml de
etanol 75% (diluido em 4gua tratada com DEPC) para 0,5ml de TRIZOL. O tubo foi agitado no
vortex para que o sedimento se soltasse do fundo. Entdo, foi realizada nova centrifugacdo a 7.500 x
£ (10.000 rpm) por 5 min a 2 a 8° C. Ap6s descarte do sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por 5
minutos para secagem do sedimento que, em seguida, foi diluido em agua de alta qualidade tratada

com DEPC, em volume suficiente para diluir toda a amostra. O RNA foi estocado a —80° C.

4.4.8.2 Quantificacao do RNA

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada no espectrofotometro NanoDrop
ND1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Primeiramente, foi feita a calibragao
do aparelho com agua de alta qualidade tratada com DEPC e, em seguida, foi selecionada a opgao
de leitura de RNA ja definida no aparelho. A leitura do branco também foi feita com agua tratada
com DEPC. O RNA foi quantificado pela absor¢do a 260nm utilizando-se 2ml da amostra pura. O

aparelho forneceu a concentracao em ng/mL e a correlagdo 260/280 (RNA/proteinas).
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4.4.8.3 Preparo do cDNA por Transcri¢do Reversa

A reacdo de transcricao reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada utilizando-se
2,0 ng de RNA aos quais foram adicionados 50uM do primer Oligo dT (15) (Promega Cor.,
Madison WI, EUA). Foi feita uma incubagao por 5 minutos a 70°C e em seguida por 5 minutos no
gelo para permitir a separagdo das fitas de RNA e o anelamento do primer e para impedir a
formacdo de artefatos inespecificos, respectivamente. Em seguida, foi adicionada uma mistura de
reagentes em um volume de 14,5ul contendo 1,5ul de dNTPs a 100 mM (Promega Cor., Madison,
WI, EUA) , 4 ul tampao M-MLV 5X (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 200 U da enzima
Transcriptase reversa-M-MLV (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5ul de agua Milli-Q
autoclavada. A mistura foi incubada por 2 horas a 42°C para que ocorresse a transcri¢cao reversa do

mRNA. As amostras de cDNA foram conservadas a -20°C.

4.4.8.4 PCR especifica

Para as reagdes subseqiientes de amplificacdo, Syl da amostra de cDNA foi utilizada. A
PCR foi realizada em um volume final de 20ul contendo 10uL. de Power SYBR Green PCR Master
Mix 2X (Applied biosystems, Foster City, CA, EUA), 1,5ul de primer senso a 5uM, 1,5ul de
primer anti-senso a SuM e 2ul de agua Milli-Q. A reacdo foi realizada utilizando-se o protocolo
para PCR com SYBR Green do termociclador Step One PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Em resumo, foi feita uma incubacao inicial de 1 minuto a 95°C e, em seguida, 15
segundos a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto para anelamento e extensdo a 60°C. Esses dois
ultimos passos foram repetidos 40 vezes e depois foi feita a curva de melting: 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto e uma rampa de subida lenta de temperatura até 95 °C. Os resultados
foram obtidos com auxilio do software Step One PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). Os dados foram analisados utilizando-se a seguinte formula: ACt= Ct do gene alvo — Ct
do gene constitutivo do camundongo (18S). Foram utilizados iniciadores especificos para os genes
de interesse dos receptores scavengers SRA-1, SRA-2 e CD36, do receptor do tipo Toll-4, da
molécula de adesdo VCAM-1, das enzimas MMP-9 e iNOS e das quimiocinas CCL-2 e CXCL-1.

4.4.9 Avaliacao da migracio de neutrofilos para a cavidade articular

Para avaliar a migracao de neutrofilos para a cavidade articular, foi realizado um lavado

intra-articular. Este procedimento consistiu em injetar 20uL de uma solugdo de albumina bovina
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3% na cavidade articular, lavando-a trés vezes para que uma amostra das células presentes no
interior da cavidade fosse coletada juntamente com a solu¢do de albumina recapturada com uma
pipeta. Este lavado de células da cavidade articular foi diluido em 180 pL de albumina bovina 3%

para a posterior contagem total e diferencial dos leucocitos.

4.4.10 Contagem total dos leucocitos

Aliquotas de 30uL do lavado articular ou de sangue foram diluidas em 60uL de solucao
Turk, sendo a contagem total dos leucocitos realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de
microscopio Optico (aumento de 100x) e contador manual. O numero total de leucocitos foi
utilizado para calculo da percentagem dos diferentes leucocitos apds a contagem em laminas
preparadas por citocentrifugagdo (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA)

e de esfregaco sanguineo.

4.4.11 Contagem diferencial dos leucdcitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo de uma
aliquota de 70uL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania,
USA)ou esfregaco sanguineo. As laminas foram coradas segundo a técnica de coloracdo de May-
Grumwald e giemsa. As células foram examinadas em microscopio Optico através da objetiva de
imersdo em oOleo (aumento de 1.000x) usando os critérios morfoldgicos padrdes para diferenciar os
tipos celulares. Os resultados foram expressos como nimero de leucocitos totais, neutrofilos e

células mononucleares por cavidade articular ou circulantes.

4.4.12 Avaliacio da morte celular no lavado da cavidade articular

Foram preparadas suspensdes de células dos animais com artrite, na concentragdo de 2 x
10° células/ml, por citocentrifugagdo (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania,
USA) e delimitadas usando caneta de parafina (Pen Pap super, PELCO). As células foram fixadas
com 1,0 ml de paraformaldeido 4% em tampao fosfato por 15 min a 370C. Depois de fixadas, as
células foram lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado 1,0 ml de etanol 70% (vol/vol) a 40C por 4
horas. Por fim, para a marcagdo com Laranja de Acridina (Invitrogen cod. A3568), foi adicionado,
por lamina, 370ul de HC1 0,1M em 148ul de PBS, e depois de 30 a 45 segundos, foi adicionado 1ml
de solucdo de laranja de acridina (5pg/ml de Laranja de Acridina, 0,1M de acido acético e 0,2M de

Na2HPO4 pH 2,6) por 5 min no escuro. Em seguida, as laminas foram lavadas 3 vezes com 1ml de
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PBS, montadas e levadas ao microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 510 META, St. Louis,
Missouri, EUA).

Para a excitagdo do marcador, foi usado filtro de 488nm, sendo que para a captura das
imagens foram utilizados filtros de referéncia de 525nm e 650nm. As imagens captadas por esses
dois filtros foram sobrepostas e a avaliacdo das células vivas e mortas foi feita pela predominancia
da marcagdo ou a existéncia de uma unica marcagao (525nm ou 650nm), contadas 100 células no
total por lamina. Durante a andlise foram utilizadas as objetivas de 40x e de 63x. Os resultados

foram expressos como percentual de células mortas.

4.4.13 Teste de pressao crescente na pata de camundongo

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressao com um anestesidmetro
eletronico (Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brazil), que consiste em um transdutor de pressdo
conectado a um contador digital de forga expressa em gramas (g). A precisao do aparelho ¢ de 0,1
g. O aparelho ¢ calibrado para registrar uma for¢a maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g
até a forca de 80 g. O contato do transdutor de pressao a pata ¢ realizado através de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0.5 ou 4,15 mm? de didmetro adaptada a esse. Os animais sio
colocados em caixas de acrilico, medindo 12 x 10 x 17 cm cujo assoalho € uma rede de malha igual
a 5 mm” constituida de arame ndo maledvel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do
experimento para adaptagdo ao ambiente. Espelhos sdo posicionados 25 cm abaixo das caixas de
experimentacao para facilitar a visualizagdo das plantas das patas dos animais. O experimentador
deve aplicar, por entre as malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da
pata do camundongo até que o animal produza uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”)
da pata estimulada. Os estimulos sdo repetidos por até seis vezes, em geral até¢ o animal apresentar 3
medidas similares com uma clara resposta de “flinch” apods a retirada da pata. A intensidade de
hipernocicep¢ao foi quantificada como a variacdo na pressao (A de reacdo em gramas) obtida
subtraindo-se a média de trés valores expressos em gramas (forga) observados antes do
procedimento experimental (0 hora) da média de trés valores em gramas (for¢a) apds a
administracdo dos estimulos que variaram conforme o protocolo experimental. Os testes
nociceptivos foram realizados entre 08:00 e 16:00 h. Todos os experimentos seguiram as normas €
¢ticas estabelecidas para experimentacdo com animais conscientes, recomendadas pela I4SP

(International Association for the Study of Pain).
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Figura 9: Foto do equipamento utilizado no teste de pressio crescente na pata de camundongo.

A foto apresenta o anestesidmetro eletronico (Insight Equipamentos, Sdo paulo, Brazil), constituido por transdutor de
pressdo (1) conectado a um contador digital de forca (2), as caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm de altura) e os espelhos
inclinados (4), abaixo do assoalho que forneceu uma vista desobstruida das patas traseiras dos animais, utilizados no
teste de pressdo crescente no joelho de camundongos.

Fotografia gentilmente cedida por Fernanda Matos Coelho.
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Figura 10: Foto no momento do teste de pressio crescente na pata de camundongo.

A foto apresenta a ponteira de polipropileno (1) acoplada ao transdutor de for¢a (2) em contato com a pata do animal
(circulo vermelho). O experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (3), uma pressao
linearmente crescente no centro da planta da pata até que o animal produza uma resposta caracterizada como “sacudida”
(“flinch”).

Fotografia gentilmente cedida por Fernanda Matos Coelho.
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4.4.14 Analise histopatolégica da articulagao do joelho

A articulacao fémur-tibial dos camundongos foi removida cirurgicamente e dissecada,
mantendo-se o invélucro muscular. Os espécimes obtidos foram fixados em formol 10%
tamponado, durante 24 horas. Inicialmente, as amostras foram lavadas em &gua corrente e
desmineralizadas em solugcdo de EDTA 10%, pH 7.2, em temperatura ambiente, por um periodo de
trés semanas (a solugdo era renovada a cada 3 dias). Em seguida, as pegas foram novamente lavadas
em agua corrente, desidratadas em banhos de alcool 70%, 80%, 90% e 100%; diafanizadas em xilol
e incluidas em parafina. O material foi seccionado em microtomo RM2125RT (Leica, Heerbrugg,
St. Gallen, Switzerland), obtendo-se cortes consecutivos de 5 um, que foram corados pela técnica
da Hematoxilina & Eosina (HE). Foi realizada uma avaliacdao qualitativa da presenca de hiperplasia

sinovial, exsudato celular e erosao de cartilagem e/ou dos ossos e extensdo do infiltrado sinovial.

4.4.14.1 Quantificacido da perda de proteoglicanos

Secodes (5 um) da articulacdo tibio-tarsica dos camundondos foram coradas com azul de
toluidina (AT) a fim de estimar o conteudo de proteoglicanos presente na articulacdo, conforme
descrito previamente por Bolon et al. (2004) e Urech et al. (2010). Os cortes foram deparafinizados
em xilol e hidratados com 4gua. A coloragdo de AT foi realizada com uma solucao contendo 1 %
AT (Synth, Diadema, SP, Brasil), diluido em tampao fosfato (pH 5,7) durante 2 minutos. Em
seguida, os cortes foram rapidamente desidratados em etanol 96% e acetona (p.a.), lavados em PBS
Ix por um minuto, imersos em xileno e montados.

Apos os procedimentos de histoquimica, imagens da superficie articular de cada amostra
foram digitalizadas (aumento de 100x) para avaliagdo da cartilagem. A &4rea da cartilagem que
apresentava positividade para AT foi obtida a partir da sele¢dao dos pixels corados correspondentes a
AT, seguido pela criagdo de uma imagem bindria, usando o software Image J (National Institutes of
Health) da mesma forma, a area total de cartilagem foi calculada a partir da selegdo dos pixels
totais. Assim, o conteudo de proteglicano foi apresentado como o percentual da area de coloragao

AT-positiva em relagdo a area total da superficie da cartilagem.

4.4.15 Microscopia intravital na microvasculatura do joelho

A técnica de microscopia intravital foi utilizada com o intuito de visualizar o recrutamento
de leucdcitos através do endotélio da microvasculatura do joelho de camundongos. Os animais

foram anestesiados com uma mistura de xilazina (10mg/kg, Rompun®, Bayer) e cetamina S+
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(200mg/kg, Cristalia, SP) e PBS injetada via intraperitoneal (i.p.). A veia da cauda foi canulada para
administracdo de substancia fluorescente, Rodamina 6G, reagentes experimentais e volume
adicional de anestésico. Para a visualizagao dos vasos sanguineos na regiao do joelho, foi realizada
uma ressec¢ao do tendao patelar. Para a avaliagdo do processo de recrutamento de leucocitos nos
vasos do joelho, os animais receberam, inicialmente, uma inje¢ao por via intravenosa de Rodamina
6G (0,3 mg/kg) para marcacao dos leucocitos. A Rodamina 6G foi utilizada por sua capacidade de
marcar leucdcitos, permitindo a visualizagdo destes numa elevada velocidade de fluxo sanguineo.
Um microscopio (Olympus BX40) com objetiva de 20X, foi utilizado para observar os eventos de
rolamento e adesdo celular na parede dos vasos. Uma camera de video (Optronics) instalada ao
microscOpio projetava a imagem em um computador € as imagens eram, entdo, gravadas para
posterior contagem do numero de leucocitos em rolamento e aderidos ao longo da parede dos vasos.
Foram considerados aderidos os leucocitos que permaneceram estacionados no endotélio vascular
por um periodo minimo de 30 segundos, e esta adesao foi quantificada pelo numero total de células
aderentes em 100um de comprimento da vénula. O rolamento foi considerado para os leucdcitos
que migravam da regido central para a margem do vaso e se moviam a uma velocidade menor que a
velocidade dos eritrocitos. Os resultados de rolamento e adesdo foram expressos como numero de

células/min e namero de células/100um, respectivamente.

Objetiva

Patela

\

Figura 11: Foto da microscopia intravital da microvasculatura do joelho.

A- Representacdo esquematica da preparagdo da articulagido fé€mur-tibial sob a objetiva. Fe, fémur; Ti, tibia; Li,
laminula; PBS, solugdo de tampao fosfato; B- Foto da regido visualizada na microscopia intravital (seta preta); C- Foto
da articulacdo fémur-tibial sob microscopia.

Fotografia gentilmente cedida por Fernanda Matos Coelho.
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4.4.16 Cultura de esplendcitos e ensaios de dosagem de citocinas

Apos a retirada do bago dos animais, esses foram macerados em ambiente estéril e
suspendidos em Sml de meio RPMI incompleto. Apos separacao das aliquotas para quantificagdo
das células foram entio centrifugados a 800 x g por 20 minutos a 4°C e suspendidos em 3ml de uma
solugdo de lise de hemacias (Tris-HCI 17mM e NH4CI 144mM) durante 4 minutos a 4°C. A reagdo
de lise foi interrompida por diluicdo da solugdo em meio RPMI (Sigma) incompleto (7ml) e as
amostras foram novamente centrifugadas a 800 x g por 20 minutos a 4°C. Ap0s esse procedimento,
as células foram suspendidas em RPMI complete e mantidas a 4°C. As células foram entio contadas
em camara de Newbauer e a viabilidade celular observada pelo uso do corante azul de tripan sendo
aceito um valor superior 98% de sobrevivéncia.

As preparagdes de cultura de esplendcitos (5 x 10° células/ml) foram plaqueadas em placas
de 24 pogos (Nunc, Nunclon). As células foram incubadas em RPMI completo apenas (controle
negativo) ou foram estimuladas com mBSA (100pg/ml ou 300 pug/ml) em estufa a 5% CO2, por
48h, em 37°C. Os niveis das citocinas IFN-y, IL-10 e TNF-a, foram quantificados no sobrenadante
das culturas usando-se kits apropriados de dosagem de citocinas (BD OptEIATM) seguindo as

recomendacdes do fabricante conforme descrito anteriormente.

4.4.17 Analises Estatisticas

Apos a aplicagdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov pelo programa GraphPad
Prism® versao 5.0 para Windows (Sao Diego, Califéornia EUA) e verificagdo da simetria dos dados,
foi realizada a comparacdo das médias entre dois grupos, utilizando-se o teste T de Student, ou
comparacao das medianas utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Para analises de mais de dois
grupos, as médias foram comparadas por analise de variancia, One-Way, com pos teste de Newman-
Keuls e as medianas foram comparadas por teste de Kruskal-Wallis, com p0s teste de Dunns. Foi
considerado um nivel de significancia de 5%. Os dados foram expressos em média + erro padrao
ou mediana * variagdo. Os dados apresentados estdo limitados ao menor valor necessario, por

razoes éticas na experimentacao animal.
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5. RESULTADOS



5.1 Parte I - Imunoestimula¢iao com Agaricus Blazei

5.1.1 Agaricus blazei estimula elementos da resposta imune inata e adaptativa sem provocar

perda da funcio de barreira no intestino.

O intestino e parametros associados, foram analisados com o intuito de tentar esclarecer se o
estimulo imunologico gerado pelo 4. blazei, afeta primariamente, o tecido linféide associado a
mucosa intestinal (GALT), pelo fato do 4. blazei ser oferecido por via oral.

Parametros que contribuem para os mecanismos de homeostase da mucosa, como sIgA e a

124

permeabilidade intestinal, foram analisados “". Nao houve alteracdo na deteccdo sanguinea de

#"Tc-DTPA, macromolécula usada para avaliar a permeabilidade intestinal, apés duas semanas de
tratamento dietético com A. blazei (Figura 12 A). No entanto, houve aumento da secrecdo de IgA,
ap6s o mesmo periodo de tratamento (Figura 12 B). As atividades de NAG e MPO também foram
avaliadas, como indicadores da ativacdo de macrofagos e neutréfilos em um diferente tempo de
tratamento (apos 6 semanas) com A. blazei. Os resultados mostram que o A. blazei ndo modifica a
atividade de macréfagos em nenhuma das por¢des do intestino delgado (Figura 12 C),

diferentemente, foi detectado no ileo dos animais que receberam o fungo, um aumento da atividade

de neutréfilos (Figura 12 D).
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Figura 12: Homeostase intestinal e ativacio de células inatas em camundongos CS7BL/6.
A- Permeabilidade intestinal, n=6 B- Secre¢@o de IgA na mucosa intestinal, n=4. C- Atividade de NAG nas por¢des do
intestino delgado, n=5. D- Atividade de MPO nas porg¢des do intestino delgado, n=5. A, C e D - Barras representam a

média e as linhas verticais o erro padrao. B- Barras representam a mediana e a variagdo. * p<0.05.
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5.1.2 Agaricus blazei aumenta o percentual de linfocitos CD4'CD8" duplo positives, células

CD4"CD44"" ¢ a frequéncia de células CD49b"CD3" (NKT) no baco.

O bago ¢ um centro corporal de regulacdo imune, metabodlica e endocrina. A fungao imune
do bago ¢ entendida como a mais importante funcdo desse 6rgdo e geralmente, reflete alteracdes
inflamatérias sistémicas'”>. Com o proposito de avaliar possiveis alteragdes sistémicas
desencadeadas pelo A. blazei, avaliamos o perfil de algumas células da imunidade inata e adaptativa
nesse 6rgio. Nossos dados mostram um aumento na frequéncia de células CD49b"CD3" (Figura 13
C) e uma tendéncia ao aumento da expressdo da molécula co-estimuladora CD86 em células
CD11b'CD11c (p=0.09) (Figura 13 B). Quanto, aos linfocitos, observamos aumento do percentual
de linfocitos CD4 'CD8" duplo positivos, como também um aumento do percentual de células
CD4'CD44"® no bago (Figura 14 B e D). O CD44" ¢ uma glicoproteina de superficie celular
envolvida na interagdo célula-célula, na migracio e adesdo celular '*°. O A. blazei ndo modificou a
frequéncia de células CD11b"CD86", células CD49b", linfocitos CD8", CD4" e linfécitos CD19"
(Figura 13 e 14) no bago.
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Figura 13: Perfil de células da imunidade inata no bag¢o de camundongos C57BL/6.
A- Frequéncia de células CD11b"CD86" selecionadas dentro do gate de granulécitos e mondcitos. B- Intesidade média
de fluorescéncia (IMF) de CD86 em células CD11b'CD11c” selecionadas dentro do gate de granulécitos e mondcitos.

C- Frequéncia de células CD49b"CD3" selecionadas dentro do gate de linfocitos. D- Frequéncia de células
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CD49b"CD3" selecionadas dentro do gate de linfécitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo. Barras representam

a média e o erro padrao. ** p<0.01.
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Figura 14: Perfil de linfécitos no baco de camundongos CS57BL/6.

A- Frequéncia de células CD4" selecionadas dentro do gate de linfocitos. B- Percentual de células CD4'CD44"e"
selecionadas dentro do gate de linfocitos. C- Frequéncia de células CD8" selecionadas dentro do gate de linfocitos. D-
Percentual de células CD4'CD8" selecionadas dentro do gate de linfocitos. E- Frequéncia de células CD19"
selecionadas dentro do gate de linfécitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo. A, B, D ¢ E - Barras representam

a média e o erro padrdo. C- Barras representam a mediana ¢ a variagdo. Para todas as analises n=5. ** p<0.01.

67



5.2 Parte II - Agaricus blazei na resposta inflamatoria cronica da aterosclerose

no camundongo apoE nocaute.

5.2.1 Agaricus blazei agrava a lesio aterosclerotica.

Com o proposito de reproduzir o efeito observado em nosso estudo anterior, avaliamos a
lesdo aterosclerdtica na valvula aortica apos 6 semanas de tratamento com o A. blazei, e incluimos
um segundo tempo de tratamento, prolongado por mais 6 semanas, com o intuito de observar se
haveria a permanéncia ou mesmo agravamento dos efeitos na lesdo aterosclerdtica com a
continuidade do tratamento. Como ¢ mostrado na Figura 15 A, com 6 semanas de tratamento o A.
blazei aumenta a area da lesdo aterosclerotica em 64%. No tratamento prolongado de 12 semanas,
ocorre um aumento da area da lesdo de 119%. Dessa forma, o prolongamento do tratamento com A.
blazei por 12 semanas, aumentou a repercussdo dos efeitos deletérios em 85% comparado ao
aumento observado no tempo de 6 semanas. No entanto, para a placa aterosclerotica desencadear
eventos clinicos, além da caracteristica de uma area aumentada, ela deve estar vulneravel a rupturas,
um aspecto influenciado pela menor deposico de colageno dentro da lesdo'”” '**. Na Figura 15 B,
esta representado o efeito do 4. blazei na redugao do percentual de colageno na placa aterosclerdtica
apds 6 semanas de tratamento. Por limitagdes técnicas, o conteudo de colageno apds 12 semanas de
tratamento nao foi avaliado. Na Figura 16 estdo representados os aspectos histoldgicos da lesdo

aterosclerotica (A-D) e da deposi¢do de colageno intra-placa (E-F).
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Figura 15: Avaliacio da area de lesdo e deposicdo de colageno na lesio aterosclerdtica da valvula adrtica de
camundongos apoE -/-.

A- Area de lesdo na vélvula adrtica, apés 6 (n=10) e 12 (n=6) semanas de tratamento com dieta suplementada com A.
blazei (5%). B- Percentual de colageno na area da lesdo, ap6s 6 semanas de tratamento com dieta suplementada com A4.
blazei (5%), n=10. Resultados obtidos por processamento de imagem pelo programa Image Pro Plus©. Barras

representam a média e as linhas verticais o erro padrao. * p<0.05.

68



Controle

LA € T
I AR

12 semanas 6 semanas

6 semanas

Figure 16: Aspecto histolégico da area de lesdo e deposiciao de coligeno na lesdo aterosclerética da valvula
adrtica de camundongos apoE -/-.

A e B- Aspecto das lesdes ateroscleroticas na valvula adrtica, apos 6 semanas de tratamento dietético, do grupo controle
e grupo A.blazei respectivamente, n=10 ; As lesdes sdo mais avancadas no grupo 4. blazei, com um nucleo lipidico bem
definido e a formagdo de capa fibrosa (fibroateroma), enquanto no grupo controle existe somente a formagao de estria
gordurosa.C e D- Aspecto das lesdes aterosclerdticas na valvula adrtica, apos 12 semanas de tratamento dietético, do
grupo controle e grupo A.blazei respectivamente, n=6; As lesdes encontram-se no estdgio de desenvolvimento,
avancado com presenca de cristais de colesterol, capa fibrosa e intenso infiltrado inflamatério. Nao ha diferenca de
estagio de desenvolvimento da lesdo entre os grupos E e F- Aspecto da deposicdo de colageno dentro da placa
aterosclerotica, no grupo controle e A. blazei, respectivamente, apos 6 semanas de tratamento dietético, n=10. A area de
colageno ¢ observada pelo tom de verde mais claro dentro da lesdo. No grupo A. blazei ha o predominio de uma
coloragdo cinza, que denota diminui¢do da deposi¢do de coldgeno. Resultados obtidos por histologia. Asteriscos

marcam a referéncia anatomica da valvula adrtica e setas indicam a lesdo aterosclerética.

69



5.2.2 Agaricus blazei aumenta a expressao de genes pro-aterogénicos no arco adrtico.

Para tentar esclarecer os possiveis elementos envolvidos com o agravamento da lesdo
aterosclerotica, procedemos com a analise da expressdo de genes envolvidos na captagao da LDL
oxidada (CD36, SRA1 ¢ SRA2)'?, adesdo e ativagio de leucocitos (VCAM-1 e TLR4)"?" 13!
quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos e macrofagos (CXCL1 e CCL2)'%, da

133

enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) ~°, responsavel pela producao de 6xido nitrico e da

metalo-proteinase 9 (MMP9)'**

responsavel pela degradacao do coldgeno na placa aterosclerotica.
Os resultados revelam a participagdo do A. blazei no aumento da expressao dos receptores CD36 e
SRA2, mas ndo do SRA1(Figura 17 A). A molécula VCAMI1 e o receptor TLR4 também tiveram
um aumento consideravel de sua expressao (Figura 17 B). A INOS nao foi alterada, no entanto a
MMP9 foi mais expressa (Figura 17 C) Por fim houve aumento na quimiocinas responsavel pelo
recrutamento de neutrofilos, CXCL1, mas ndo a quimiocinas atrativa para monocitos, CCL2

(Figura 17 D).
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Figura 17: Expressiao de moléculas pro-aterogénicas no arco aértico de camundongos apoE-/-.
A- Expressdo de CD36, SRA1 ¢ SRA2; B- VCAM-1 e TLR4; C- INOS e MMP9; D- CXCL1 e CCL2 apés 12
semanas de tratamento com dieta suplementada com 4. blazei (5%). Resultados obtidos por PCR em tempo real

n=6). Barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao. * p<0.05, ***p<0.001.
P
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5.2.3 Agaricus blazei aumenta a atividade de MPO em diferentes locais anatomicos no

camundongo apoE-/-.

Recentes estudos, tem demonstrado que a maior atividade da enzima mieloperoxidase, esta
envolvida na progressio das lesdes aterosclerdticas humanas'>. Diante desse fato decidimos
averiguar o efeito do 4. blazei na atividade de MPO na aterosclerose, avaliando a aorta toracica e
abdominal, um dos locais de formagdo da placa aterosclerética. Por anteriormente, termos
demonstrado que o A. blazei induz atividade de MPO no intestino de camundongos C57BL/6,
avaliamos também esse 6rgao e adicionalmente o bago. O pulmao foi avaliado com o proposito de
detectar se a atividade imunoestimulatoria do 4. blazei poderia acarretar em lesdo pulmonar aguda
indireta. Os resultados mostram que a suplementacao com o A4.blazei gera um aumento da atividade
de MPO nas porgdes intestinais do duodeno e jejuno proximal (Figura 18 A), como também no
baco (Figura 18 B) e na aorta toracica e abdominal (Figura 18 D). No pulmao nao houve alteragao

da atividade de MPO (Figura 18 C).
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Figura 18: Atividade de MPO em diferentes locais anatomicos no camundongos apoE-/-.
Atividade de MPO em A- porg¢des do intestino delgado; B- bago; C- pulmao; D- aorta toracica e abdominal. A - Barras
representam a média e as linhas verticais o erro padrao. B, C e D - Barras representam a mediana e a variagdo. Para

todos os pardmetros n=5 * p<0.05.
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5.2.4 Agaricus blazei aumenta a atividade de NAG na aorta toracica e abdominal no

camundongo apoE-/-.

A atividade da enzima lisossomal N-acetil-glucosaminidase (NAG) ¢ um parametro
utilizado classicamente para avaliar a atividade de macrofagos '*°. Dessa maneira, avaliamos o
efeito do A. blazei na atividade de NAG na aterosclerose, avaliando a aorta toracica ¢ abdominal,
um dos locais de formagdo da placa aterosclerdtica, como também o musculo cardiaco. Como
observado nos animais selvagens o 4. blazei nao alterou a atividade de NAG no intestino (Figura
19 A). No entanto, os resultados mostram que a suplementacao com o 4.blazei gera um aumento da
atividade de NAG na aorta toracica e abdominal. A atividade de NAG no coragdo nao foi afetada

(Figura 19 B).
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Figura 19: Atividade de macrofagos no intestino, aorta e coracio em camundongos apoE-/-.
A- Porg¢des do intestino delgado; B- Aorta toracica, abdominal e coragdo. Barras representam a média e as linhas

verticais o erro padrao. Para todos os parametros n=5 * p<0.05.
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5.2.5 Agaricus blazei amplifica a resposta inflamatoria no camundongo apoE-/- através da

ativacio de células da imunidade inata e adaptativa.

Com a intencao de demostrar que os efeitos deletérios promovidos pelo A. blazei na
aterosclerose, sdao devidos a capacidade desse fungo, em estimular o sistema imunologico,
procedemos com a avaliacdo do perfil de células da resposta inflamatéria inata e adaptativa,
circulantes e esplénicas, nos camundongos apoE-/-.

Conforme pode ser visto na Figura 18, de maneira semelhante ao que foi observado no
camundongo selvagem, houve aumento na frequéncia de células CD49b CD3" (Figura 20 D), no
entanto, as células CD11b"'CD86", nessa linhagem, apresentaram aumento em sua frequéncia,
diferentemente do camundongo selvagem (Figura 20 A). Nao houve alteragdao na expressao da
molécula co-estimuladora CD86 em células CD11b'CD11¢” (Figura 20 B). Quanto aos linfocitos,
como também foi observado nos camundongos selvagens, houve aumento do percentual de
linfocitos CD4"CD8" duplo positivos e de linfocitos CD4 " CD44"" no bago (Figura 21 D e B). O
A. blazei ndo modificou a frequéncia de células CD49b" (Figura 20 C), linfocitos CD8’, CD4" e
também os linfocitos CD19" (Figuras 21 A, C e E) no baco dos animais que receberam a dieta por
6 semanas, como também observado nos animais selvagens.

Diante desses achados, apesar do efeito em linfécitos, decidimos nos focar no estimulo de
c€lulas da imunidade inata causado pelo 4. blazei. Ap6és 12 semanas de tratamento dietético,
avaliamos de forma mais especifica, as populagdes de mondcitos/macrofagos (CD11bF4/807),
neutréfilos (Grl'Ly6G), células NK (NK1.17) e NKT (NK1.1°'CD3") do bago e circulantes. A
escolha pela avaliagao de neutrdfilos, surgiu pela evidéncia em nossos dados da capacidade do A.
blazei em aumentar a atividade de MPO e pela literatura atual demostrar recentemente, o papel
crucial de neutréfilos no agravamento das lesdes aterosclerdticas *”. Os dados revelam um aumento
na frequéncia e no percentual de células CD11b"F4/80" (Figuras 22 A e 23A), acompanhado de um
aumento na expressao de CD86 (Figuras 22 B e 23 B), tanto no bago como no sangue dos animais
que receberam o A. blazei. Ainda na populagdo CD11b+, foi avaliada a expressao de CD54 (ICAM-
1), uma integrina que atua na interagdo e adesdo entre leucocitos e o endotélio '**. A expressio de
CD54 encontrou-se aumentada tanto nas células circulantes, quanto nas células do bago (Figuras 23
C e 22 E). Em relagdo as células Grl" (Ly6G), apesar de ndo encontrarmos no bago alteracio na
frequéncia dessas células (Figura 22 C), houve aumento do percentual das mesmas na circulagao
(Figura 23 D). Nao houve alteragdo na expressao do receptor de quimiocina CXCR2, nas cé¢lulas
GR1'(Ly6G) pesquisadas (Figuras 22 D e 23 E). As células NK1.1" se mantiveram aumentadas na
circulacdo e no baco dos animais (Figuras 23 F e 22 F), corroborando com os dados de 6 semanas.

Por uma limitagao na marca¢ao de CD3 nas células circulantes, as células NKT ndo puderam ser
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avaliadas, mas no baco onde a marcacdo foi satisfatoria, as mesmas também permaneceram

aumentadas (Figuras 22 G), de modo semelhante aos dados de 6 semanas e dos animais selvagens.
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Figura 20: Perfil de células da imunidade inata no baco de camundongos apoE -/-.

A- Frequéncia de células CD11b"CD86" selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. B- Intesidade média
de fluorescéncia (IMF) de CD86 em células CD11b"CD11¢ selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos.
C- Frequéncia de células CD49b"CD3" selecionadas dentro do gate de linfocitos. D- Frequéncia de células
CD49b"CD3" selecionadas dentro do gate de linfécitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo. Barras representam

a média e o erro padrdo. Para todas as analises n=7 * p<0.05.

75



A . B cp44hieh C cos*

CD4
15.04 501 ke 15.0+
z | g 2
5 5 12.54
2 12.54 g 40 2 5
g £ —_ 74
g = © 2 o 10.04
2 s 10.04 g s3g
o3 Ly g 304 S g
Hy B g8 g5
s & @]
8 5 1.59 J g 2s
4 & =g 204 22
=
£ 504 é Eg 504
“‘_g E 104 é 25
5 2.5+ A a -
© - <2
0.0 T 0 T . 0.0 T .
Controle A.blazei Controle A.blazei Controle A blazei
D T E
CD4 CD8 CD19+
1.50+ 40+
£ 1254 * k- =
& £ 30
.5 4 £
5 1.004 E 3
< & 38
s o 0754 g o 204
T 0501 E‘é
8 £ 10
5 0254 8
< “
0.00- 0 T
Controle A.blazei Controle A.blazei

Figura 21: Perfil de linfocitos no bago de camundongos apoE -/-.

A- Frequéncia de células CD4" selecionadas dentro do gate de linfocitos. B- Percentual de células CD4'CD44"e"
selecionadas dentro do gate de linfocitos. C- Frequéncia de células CD8" selecionadas dentro do gate de linfocitos. D-
Percentual de células CD4'CD8" selecionadas dentro do gate de linfocitos. E- Frequéncia de células CD19"
selecionadas dentro do gate de linfocitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo. Barras representam a média e o

erro padrdo. Para todas as analises n=7. * p<0.05.
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Figura 22: Perfil de células da imunidade inata no baco de camundongos apoE -/-.

A- Frequéncia de células CD11b F4/80" selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. B- Intensidade média
de fluorescéncia (IMF) de CD86 em células CD11b'F4/80 selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. C-
Frequéncia de células Grl'(Ly6G) selecionadas dentro do gate de granuldcitos. D- Intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de CXCR2 em células Grl'(Ly6G) selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. E- Intensidade
média de fluorescéncia (IMF) de CD51 em células CD11b" selecionadas dentro do gate de granulécitos e mondcitos. F-
Frequéncia de células NK1.1" selecionadas dentro do gate de linfocitos. G- Frequéncia de células NK1.1°CD3"

selecionadas dentro do gate de linfocitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo. Barras representam a média e o

erro padrdo. Para todas as analises n=7. * p<0.05, ** p<0,01.
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Figura 23: Perfil de células da imunidade inata circulantes de camundongos apoE -/-.

A- Percentual de células CD11b'F4/80" selecionadas dentro do gate de granulécitos e mondcitos. B- Intensidade média
de fluorescéncia (IMF) de CD86 em células CD11b'F4/80 selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. C-
Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD51 em células CD11b" selecionadas dentro do gate de granuldcitos e
mondcitos. D- Percentual de células Grl (Ly6G) selecionadas dentro do gate de granulécitos. E- Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de CXCR2 em células Grl1 (Ly6G) selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. F-
Percentual de células NK1.1" selecionadas dentro do gate de linfocitos. Resultados obtidos por citometria de fluxo.

Barras representam a média e o erro padro. Para todas as analises n=5. * p<0.05, ** p<0,01.
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5.2.6 Agaricus blazei promove a secreciio das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y no

baco.

Continuando as estratégias para detectar o efeito pré-inflamatorio do cogumelo A. blazei,
realizamos a mensuragdo da secrecao das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y no bago dos
animais, pela maior atividade celular nesse 6rgdo e consequente maior probabilidade de deteccdo.
Nossos resultados confirmam o efeito pro-inflamatorio do 4. blazei uma vez, que ambas citocinas

tiveram sua secre¢do aumentada, como pode ser visto na Figura 24.
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Figura 24: Perfil das citocinas pré-inflamatérias, IFN-y e TNF-a, no baco de camundongos apoE-/-.
Os bacos de camundongos apoE-/- apés 6 semanas de tratamento dietético com A. blazei idade foram removidos,
pesados e e homogeneizados em um tampao. IFN-y e TNF-a foram mensurados por ELISA. Barras representam a

média e o erro padrio. Para todos os grupos n=5. * p<0.05.
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5.3 Parte III - Agaricus blazei na resposta inflamatoria da artrite induzida por

antigeno (mBSA) em camundongo.
5.3.1 Agaricus blazei nao altera o numero de leucdcitos totais, neutrofilos e células

mononucleares circulantes de animais com artrite.

Estudos prévios do nosso grupo, avaliaram a cinética do processo inflamatério no modelo de
artrite induzida por antigeno (AIA). Foi demonstrado a ocorréncia de aumento progressivo de células
inflamatorias (em especial neutrofilos) no tecido periarticular, bem como na cavidade articular
acometida horas apos a administracdo do agente antigénico (mBSA,10ug/cavidade). Nesse estudo, foi
observado que o pico da migracdo de neutrofilos para a regido acometida ocorre 24 horas apds o
desafio®. Por essa razdo, todos os pardmetros do presente trabalho, foram avaliados no tempo de 24
horas apos o desafio.

A artrite induzida por mBSA produziu aumento no nimero de leucécitos totais circulantes
(Figura 25 A), sendo que essa alteracdo foi consequente ao aumento da populagdo de neutrofilos
circulantes (Figura 25 C). Nao houve alteracao na populagdo de células mononucleares (Figura 25

B). O A. blazei ndo foi capaz de exercer efeitos sobre as células circulantes nos animais controles ou

com artrite.
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Figura 25: Efeito do A. blazei nas células circulantes de camundongos C57BL/6 com artrite induzida por
antigeno.

A- Leucocitos totais B- Células mononucleares. C- Neutréfilos. Resultados obtidos pela contagem do nimero de
leucocitos totais e diferenciais no sangue. Barras representam a média e o erro padrio. Letras mintisculas representam

diferengas estatisticas. Para todas as analises n=10. p<0.001.

80



5.3.2 Agaricus blazei aumenta a expressao do receptor de quimiocina CXCR2 nos neutrofilos

circulantes de animais com artrite.

Neutroéfilos sao células fundamentais na patogénese da artrite. Sao o primeiro tipo celular
que infiltra o sitio de inflamacdo, seguidos pelos monécitos’ '**. O receptor de quimiocina CXCR2
desempenha papel crucial na migracdo dos neutrdfilos para o sitio inflamatério™. Por essa razio,
decidimos avaliar o niimero de células Grl/Ly6G' com alta expressio de CXCR2 como um
parametro de avaliacao da capacidade de migragao dessas células. Como demostrado anteriormente,
na contagem de neutrofilos, a andlise de citometria de fluxo confirmou o aumento de células
Grl/Ly6G" (Figura 26 A). Nosso dado indica que A. blazei foi capaz de aumentar o numero de
células Grl/LY6G" CXCR2"€" nos animais com artrite, mas ndo alterou esse pardmetro nos animais

controle (Figura 26 B).
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Figura 26: Efeito do A. blazei nos neutréfilos circulantes de camundongos C57BL/6 com artrite induzida por
antigeno.

A- Namero de células Grl (Ly6G) selecionadas dentro do gate de granuldcitos e mondcitos. B- Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de CXCR2 em células Grl'(Ly6G) selecionadas dentro do gate de granulécitos e mondcitos.
Resultados obtidos por citometria de fluxo. Barras representam a média e o erro padrio. Letras mintsculas representam

diferengas estatisticas. Para todas as analises n=5. p<0.001.
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5.3.3 Agaricus blazei diminui o infiltrado de neutréfilos em animais com artrite e aumenta o

numero de células mononucleares em animais nao desafiados na cavidade articular.

Em seguida a analise das células circulantes, procedemos com a avaliacdo da cavidade
articular. Como esperado, o desafio por mBSA produziu aumento no recrutamento de neutrofilos
(Figura 27 C) que refletiu na contagem de células totais (Figura 27 A) em comparagdo aos animais
controle, ndo desafiados. No entanto, de forma surpreendente, nos animais com artrite que
consumiram o A. blazei, detectamos um menor nimero de células totais na cavidade articular
(Figura 27 A). Apo6s a contagem diferencial, observamos que o menor numero dessas células foi
reflexo da diminuicdo de neutréfilos, como observado na Figura 27 C. A contagem de células
mononucleares nao foi afetada, nesse grupo (Figura 27 B).

Outra observacao interessante, foi o aumento detectado de células mononucleares nos

animais controle, ndo desafiados, que consumiram A. blazei (Figura 27 B).
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Figura 27: Efeito do A. blazei na artrite induzida por antigeno em camundongos C57BL/6.

A- Leucocitos totais B- Células mononucleares. C- Neutréfilos. Resultados obtidos pela contagem do nimero de
leucocitos totais e diferenciais no lavado da cavidade articular. A ¢ B - Barras representam a mediana e a variagdo. C-
Barras representam a média e o erro padrdo. Letras minusculas representam diferengas estatisticas. Para todas as

analises n=10. A- p<0,01. B - p<0,05. C- p<0.001.
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5.3.4 Agaricus blazei nao altera dor e atividade de MPO mas melhora parcialmente os niveis
percentuais de proteoglicanos da cartilagem e diminui o aspecto do infiltrado inflamatério no

joelho.

Alguns sinais podem indicar o nivel de gravidade da doenga no modelo de AIA. Entre eles,
a hipernocicepcdo (percepcdo de dor); a atividade de MPO, como indicativo de infiltrado de
neutrofilos; o aspecto histologico da articulagio em que pode ser evidenciado o infiltrado
inflamatodrio, a hiperplasia da membrana sinovial, a erosdo dssea e a degradacao de proteoglicanas
da cartilagem™.

A artrite induzida por mBSA produziu aumento da hipernocicepgao verificado pelo teste
de pressdo crescente na pata. No entanto, ndo ocorreu alteragdo da hipernocicep¢ao no grupo A.
blazei (Figura 28 A). A atividade de MPO também nao foi modificada no tecido periarticular dos
animais que consumiram A. blazei (Figura 28 B).

Quanto as andlises histologicas, foi observado extravasamento de leucocitos, com
consequente formacdao de agregados no tecido sinovial e hiperplasia, presentes nos animais
imunizados e desafiados com mBSA (Figura 29 C e G) quando comparado aos animais controle
(Figura 29 A e E). O tratamento com A. blazei reduziu o infiltrado inflamatério e a hiperplasia
sinovial (Figura 29 D e H). Apesar dessa percep¢ao houve erosdo dssea, erosdo da cartilagem e o
exsudato celular estava presente em ambos grupos(Figura 29 C e G). Além disso, avaliou-se
também o percentual de proteoglicanos dos animais, sendo possivel observar a ocorréncia de perda
significativa de proteoglicanos nos animais imunizados e desafiados com mBSA, (Figura 29 K)
quando comparado ao grupo controle (Figura 29 L). Apesar dessa constatagcdo, foi observado nos
animais tratados com 4. blazei, uma melhora parcial do percentual de proteoglicanos. A avaliagao

semiquantativa do percentual de proteoglicanos esta representada graficamente na Figura 28 C.
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Figura 28: Efeito do 4. blazei na hipernocicepg¢ao, niveis de MPO e contetido de proteoglicanos da cartilagem de
camundongos C57BL/6 submetidos a artrite induzida por antigeno (AIA).
A- Hipernocicepgao, n=5; B- MPO, n=5;. C- Proteoglicanos da cartilagem, n=4. Barras representam a média e linhas

verticais o erro padrao. Letras minusculas representam diferengas estatisticas. A, C- p<0,01.B- p<0,05
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Figura 29: Efeito do A. blazei sobre a histologia das articulacdes de camundongos CS7BL/6 submetidos a artrite
induzida por antigeno (AIA).

Cortes representativos da articulacdo fémur-tibial (joelho) A, E e I- de animais controle, imunizados, desafiados com
PBS e alimentados com dieta commercial, B, F e J- animais controle, imunizados, desafiados com PBS e alimentados
com dieta suplementada com 4. blazei, C G e K- animais artrite, imunizados, desafiados com mBSA, alimentados com
dieta commercial. D, H e L- animais artrite, imunizados, desafiados com mBSA, alimentados com dieta suplementada
com A. blazei. As amostras foram obtidas 24 h ap6s a indugdo da artrite e os cortes histologicos estdo representados em
aumento de 100x (A, B, C, D, I, J, K e L) ¢ 400x (E, F, G e H), corados com HE ou azul de toluidina. Em G as setas
indicam a presenca do infiltrado inflamatério no tecido sinovial e as cabegas de setas mostram as células na cavidade
sinovial. Essas células sdo predominantemente neutrofilos. Em K e L as setas indicam areas de menor presenca de

proteoglicanos na cartilagem do joelho. n=3-6
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5.3.5 Agaricus blazei diminui a adesio de leucdcitos na microvasculatura da cavidade

articular.

Com o intuito de avaliar a interacdo dos leucdcitos circulantes (neutrofilos) com o
endotélio, procedemos com a andlise de rolamento e adesao por meio de microscopia intravital na
microvasculatura da cavidade articular. Nao foi observada alteracdo no nimero de células rolando

no vaso (dado nao mostrado), no entanto, houve menor adesao de células que acarreta em menor

migracao celular (Figura 30 A).
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Figura 30: Efeito do A. blazei sobre a interacio leucécito-endotélio na microvasculatura sinovial de
camundongos C57BL/6 submetidos a artrite induzida por antigeno (AIA).

A- Adesdo de leucdcitos no endotélio sinovial foram avaliados 24 h apos a injecdo de antigeno (mBSA, 10 pg) ou PBS
Ix estéril na regido intra-articular dos animas previamente imunizados. O resultado de adesdo foi expresso como

numero de células/100um. Barras representam a média e linhas verticais o erro padrio. Letras minusculas representam

diferengas estatisticas. n=5. p<0,05.
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5.3.6 Agaricus blazei diminui a producio de quimiocinas e IL-1f, importantes para o

recrutamento de neutrofilos no tecido periarticular.

As concentragdes das citocinas IL-1B, CXCL1 e CXCL2 sao elevadas durante o
estabelecimento da AIA?’. Além disso, as concentragdes desses mediadores estio diretamente
relacionadas com o influxo de neutréfilos para o sitio inflamatorio.

No presente estudo obtivemos os seguintes achados: 1) reducao de neutréfilos na cavidade
articular; 2) aumento de neutrofilos circulantes mais competentes para a migragdo e 3) uma reducao
da adesdo de leucocitos na microvasculatura da cavidade articular. Diante desses achados, nossa
hipdtese foi que apesar da maior capacidade de migracao dos neutrofilos, o sinal para a migragao
dos mesmos, para a cavidade articular, poderia estar diminuido nos animais que consumiram o A.
blazei. Portanto, decidimos avaliar as concentragdes desses trés mediadores, IL-1B, CXCLI e
CXCL2, no tecido periarticular dos animais com artrite. Nossos resultados evidenciam uma redugao
nos trés mediadores analisados decorrente do tratamento com 4. blazei e confirmam nossa hipdtese

(Figura 31 A,B e C).
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Figura 31: Efeito do 4. blazei na producao de citocinas e quimiocinas na artrite induzida por antigeno (AIA) em
camundongos C57BL/6.

A- IL-1p B- CXCL-1 C- CXCL-2. Resultados obtidos por ELISA no tecido periarticular. A- Barras representam a
média e o erro padrdo. B, C e D- Barras representam a mediana e linhas verticais a variagdo. * p<0,05. Para todas as

analises n=3-5. p<0,05.
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5.3.7 Agaricus blazei diminui a secrecdo de TNF-o em esplenocitos de animais com artrite.

Trabalhos prévios demonstram a capacidade do A. blazei em induzir a secre¢do de

. . e . . 12; 31
citocinas e quimiocinas em diversos tipos celulares'®

. Diante do nosso dado anterior, em que
houve uma redug¢do na producdo de mediadores inflamatorios na cavidade articular, nos
perguntamos se 0 A. blazei estaria atuando de forma diferenciada na producdo desses mediadores
inflamatérios no modelo de artrite. Para isso, decidimos avaliar a producao da citocina pro-
inflamatéria TNF-a e a citocina anti-inflamatoria 1L-10, diante do estimulo com mBSA, para
termos uma visdo geral da resposta inflamatéria desencadeada pela artrite e modulada pelo A.
blazei. Apesar de ndo ser bem descrito na literatura o papel do bago na patogénese da artrite, o
mesmo foi escolhido por ser um o6rgdo central da resposta inflamatéria e conter uma grande
variedade de potenciais tipos celulares (da resposta inata e adaptativa) envolvidos no
estabelecimento da AIA e alvos da agdo do 4. blazei. Observamos em nossa analise que o 4. blazei
aumenta a produc¢ao de TNF-a nos animais nao desafiados. No entanto, quando o animal estad com
artrite a situagdo se inverte e o tratamento com A. blazei é responsavel por uma diminui¢ao dos
niveis de TNF-a. (Figura 32 A). Em relacdo a IL-10, o 4. blazei também aumenta os niveis dessa

citocina nos animais nao desafiados, o que ¢ coerente com o dado de TNF-a, mas nos animais com

artrite essa citocina nao apresentou diferenga (Figura 32 B).
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Figura 32: Efeito do A. blazei na producao de TNF-a e IL-10 em esplenécitos de camundongos C57BL/6
submetidos a artrite induzida por antigeno (AIA).
A- TNF-a B- IL-10. Resultados obtidos por ELISA do sobrenadante de cultura de esplendcitos A- Barras representam a

mediana e a variagdo Para todas as analises n=4. **p<0,01.
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5.3.8 Agaricus blazei aumenta a morte celular no pool de células da cavidade articular.

Com o intuito de tentar explicar a redu¢do no nimero de neutrdéfilos, como também a
diminui¢do na produgido das quimiocinas e da IL-1f na cavidade articular, nos questionamos se 0 4.
blazei estaria aumentando a morte celular, uma vez que dados da literatura apontam componentes
do A. blazei como pro-apoptoticos. A partir desse dado, resolvemos avaliar a morte celular por
coloracdo com laranja de acridina, que € um corante que se liga a cidos nucléicos. Quando o acido
nucléico encontra-se em fita dupla, ele se liga ao acido e emite fluorescéncia a 530 nm (verde)
quando excitada a 488 nm. Quando o corante se liga aos acidos nucléicos que estao em fita simples
emite fluorescéncia a 650 nm se excitado a 488 nm. Um dos sinais de morte celular é a
fragmentacdo do DNA que promove a separagdo das fitas. Dessa forma, esse corante pode ser
utilizado como um indicador de morte celular. O resultado abaixo, mostra que o 4. blazei aumentou
o percentual de morte celular (Figura 33 A). Na Figura 33 B e C, ¢ mostrado o aspecto das células
observadas por meio de microscopia confocal.
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Figura 33: Efeito do 4. blazei na produc¢io na morte de células da cavidade articular de camundongos C57BL/6
submetidos a artrite induzida por antigeno (AIA).

A- Células mortas da cavidade articular B e C- Micrografa do aspecto celular do lavado articular corado com laranja de
acridina do grupo alimentado com dieta comercial e A. blazei, respectivamente. Resultados obtidos por microscopia
confocal. A- Barras representam a média e o erro padrio. Andlise de 10 campos (> de 100 células) do pool celular.

#p<0,05.
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6. DISCUSSAO



No presente estudo, foi nossa intengao demonstrar que o A. blazei, oferecido na dieta, é
capaz de induzir ativacio de componentes da resposta inflamatoria de forma sistémica
acarretando no agravamento da aterosclerose e da artrite.

No6s encontramos evidéncias de que: 1) a imunoestimulacdo gerada pelo A. blazei no
camundongo deficiente em apoE, assume caracteristicas pro-inflamatdrias, responsaveis pelo
agravamento da lesdo aterosclerdtica, o que confirma nossa hipdtese em relagao aos efeitos do A.
blazei na aterogénese.

2) Em relacdo aos efeitos observados na artrite, nosso achado foi de que a
imunoestimulacdo gerada pelo A. blazei parece induzir ativacdo de neutrofilos, acarretando na
morte dessas células e isso foi associado com a reducdo do infiltrado de leucocitos no sitio de
inflamag¢do, causando diminui¢do de parametros inflamatérios locais nesse modelo.

O Agaricus blazei ¢ amplamente utilizado em paises orientais, tanto como fonte alimentar
quanto como terapia alternativa para a prote¢do ou tratamento de diversas desordens, incluindo o
cancer’.

No presente estudo, nés demonstramos que o A. blazei, desidratado e processado em po,
oferecido como suplemento oral para camundongos, exerceu efeitos imunoestimulatorios no
intestino de animais selvagens, aumentando a producdo de IgA secretoria e a atividade de
neutrofilos, sem alterar a permeabilidade intestinal.

A IgA secretéria € a imunoglobulina mais abundante em mucosas, incluindo a mucosa
intestinal. Sua producdo esta relacionada com a manutengdo da homeostase frente aos antigenos da
microbiota '*°. A elevacio de seus niveis no intestino, ¢ descrita como um fator protetor para a
reducdo da penetracdo de bactérias pelo epitélio'*'. Nosso resultado ¢ um indicativo do potencial
antigénico de componentes do A. blazei no sistema linfoide intestinal. Outro dado relevante obtido
por nosso grupo ¢ de que o A. blazei ativa a producao de IgA secretoria de forma dependente do
receptor TLR2, uma vez que em animais TLR2"" o 4. blazei nio causa a elevagio dos niveis de IgA
secretoria observados nos animais selvagens (Resultado suplementar I).

Peptideoglicanos sdo ligantes conhecidos de receptores do tipo toll 2'*, e entre as
moléculas imunoestimuladoras que constituem o A. blazei existem alguns peptideoglicanos’.
Adicionalmente, ja foi descrito o potencial do A. blazei em estimular TLR2*" ' o que reforca
nosso achado.

O aumento de IgA secretoria ocasionado pelo 4. blazei, pode também ser entendido como
uma evidéncia de que a imunoestimulacdo com esse fungo tem inicio no sistema linféide associado

a mucosa intestinal, antes de assumir repercussoes sistémicas.
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Alteragdes na permeabilidade intestinal parecem preceder e/ou acompanhar a inflamagao
em doencgas intestinais ¢ a manutencdo da seletividade no epitélio intestinal ¢ um dos pilares da
homeostase nesse 6rgdo'**. Além disso, o aumento da permeabilidade intestinal permitiria especular
um efeito indireto, por translocagdo bacteriana, do 4. blazei no estimulo imunoldgico. Entretanto, a
permeabilidade intestinal, observada por meio da técnica que utiliza o farmaco DTPA marcado com
tecnécio (Tc”™) e avaliagio dos niveis sistémicos deste, ndo foi alterada. Em caso de danos no
epitélio intestinal, os niveis de DTPA na circulagdao sao aumentados. Sugerindo, dessa forma, que a
suplementacdo oral com o A4. blazei ndo altera a permeabilidade intestinal, descartando entdo, a
probabilidade do efeito indireto causado pela perda da integridade intestinal.

A migragdo de neutrofilos para o intestino estd fortemente correlacionada com doengas
inflamatérias intestinais'*. Em nossos estudo, avaliamos a atividade de mieloperoxidase como
pardmetro da atividade de neutrofilos na mucosa intestinal e dentre as por¢des intestinais avaliadas,
detectamos o aumento da atividade de MPO no ileo dos camundongos C57BL/6, por¢ao essa que

14 .
% e em animais

coincide com o maior estimulo antigénico da microbiota no intestino delgado
apoE -/- o aumento de MPO deu-se no duodeno e jejuno proximal, por¢des coincidentes com o
maior estimulo antigénico das proteinas dietéticas '*®. Essas diferencas podem estar associadas, por
exemplo, a divergéncia entre as populagdes bacterianas presentes na microbiota das duas linhagens.

Diante desses achados, percebemos que a imunoestimulagdo gerada pelo A. blazei na
mucosa intestinal € significativa, e em doengas inflamatdrias intestinais o uso de 4. blazei deve ser
avaliado.

Seguindo essa linha de raciocinio, nosso grupo demonstrou redugdo significativa de peso e
aumento de mortalidade causada por A. blazei, no modelo de mucosite induzida por cloridrato de
irinotecano, em animais balb/c (Resultado suplementar II). No entanto, um recente trabalho
demonstra que o extrato do A. blazei (nome comercial AndoSan) reduziu citocinas, quimiocinas €
fatores de crescimento circulantes em pacientes com colite ulcerativa (MCP-1/ CCL-2; MIP-
1B/CCL-4; IL-1B; IL-8; IL-6; G-CSF; GM-CSF) e doenca de Crohn (IL-17; IL-2; IL-8; MCP-
1/CCL-2; MIP-1p/CCL-4; IL-1f; IL-8; G-CSF)'¥. Além disso, houve diminuicdo da proteina
calprotectina, detectada nas fezes, que ¢ primariamente derivada de neutréfilos e tem sua
concentracio diretamente proporcional a migracdo de neutréfilos para o trato intestinal'*’.

Esses resultados, demonstram efeitos divergentes aos observados em nosso estudo, onde
encontramos aumento de MPO intestinal, que também reflete a atividade de neutrofilos. Apesar da
MPO também poder ser produzida em macroéfagos diferenciados'*®, em nosso trabalho avaliamos o
infiltrado de macrofagos pela atividade de NAG, e ndo detectamos alteragdes na atividade dessa

enzima nas duas linhagens pesquisadas, o que indica que a MPO esta fortemente correlacionada

com a atividade de neutrofilos em nosso estudo.
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As comparagoes entre o estudo de Forland, ef a
estabelecidas, e determinar um fendmeno Unico que explique a acdo do A. blazei na mucosa
intestinal nos parece prematuro, pois fatores como a resposta inflamatdria no microambiente,
alteracdes na permeabilidade intestinal, alteracdes na microbiota e variacdes de componentes
antigénicos do 4. blazei absorvidos podem determinar efeitos diversos.

Os efeitos do A. blazei no intestino, demonstrados em nosso estudo, estdo ilustrados a

seguir na Figura 34.
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Figura 34: Acio do A. blazei no intestino.
M- células M; LB- Linfécitos B; LT- linfocitos T; DC- células dendriticas; M- mondcito/macrofago; sIgA — IgA
secretoria; MPO — mieloperoxidade; TLR2- receptor toll do tipo 2.

Recentemente nota-se uma elevagdao no numero de estudos que avaliam o envolvimento do
baco em doengas inflamatorias visto o papel central desse o6rgdo na regulacdo do sistema
imunolodgico'”.

Em nosso trabalho, avaliamos em diferentes condi¢des a acao da suplementagdo dietética
com A. blazei nas células esplénicas. Nossos resultados mostram um aumento na populagdo de

linfocitos T CD4'CD44"" linfocitos duplo positivos CD4'CD8" e de células NKT nas duas
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linhagens de animais estudadas (C57BL/6 e apoE™"). Houve também um aumento na populacio de
células CD11b'F4/80", das citocinas TNF-a, IFN-y e da atividade da enzima MPO, somente nos
camundongos deficientes em apoE. Os efeitos do A. blazei no bago estdo representados na Figura
35.

ApoOs a estimulacdo antigénica, os linfocitos T ativados passam a expressar grande
quantidade de CD44, o que faz dessa molécula um marcador de ativagdo tardia de linfécitos. A alta
expressdo de CD44 apos a ativacio permite que os linfocitos migrem para o sitio da inflamagio'*°.
Nosso resultado mostra que antigenos do A4. blazei aumentam a populacdo de linfocitos T
CD4'CD44" aumentando a migragdo destes para potenciais sitios inflamatdrios.

Apesar de em nosso estudo, nao ter sido avaliada a presenca desse tipo celular nas lesdes
aterosclerdticas ¢ muito provavel que o estimulo inflamatorio da placa aterosclerdtica tenha
promovido a migracdo dessas células para o subendotélio, agravando a aterosclerose. Apds 6
semanas de tratamento, o grupo suplementado com 4. blazei apresentou extensas areas de lesao na
valvula aortica, as quais se agravaram por uma fina capa fibrosa e grandes areas necroéticas, o que
sugere uma placa em estadgio avancado comparada a lesdes intermedidrias vistas no grupo controle.
No tempo de 12 semanas, o efeito pro-aterogénico do A. blazei foi proporcionalmente mais grave,
uma vez que ocorreu um aumento de 81% em sua area, em comparagdo ao aumento observado apos
a 6 semanas de suplementagdo com A. blazei, o que ¢ um aumento considerdvel para lesdes
ateroscleroticas.

Voltando ao bago, em relagdo ao aumento das populagdes de células NKT e células
CD4'CDS8" duplo positivas, podemos considerar esse como um dos principais achados do presente
estudo. Primeiramente porque pode ser correlacionado de forma direta com o efeito aqui
demonstrado do agravamento da aterosclerose nos camundongos apoE. Segundo, porque ¢ uma
ligacdo com efeitos do A. blazei em diversos modelos experimentais, como também em estudos
clinicos ja descritos na literatura.

Células NKT, sao uma subpopulagdo de linfocitos que expressam moléculas de superficie
tanto caracteristicas de linfocitos NK, quanto de linfécitos T. Desempenham diversas fungdes
efetoras caracteristicas de células T auxiliares e possuem pequena diversidade para antigenos na
expressao das cadeias off de seus TCRs. Sao células que reconhecem antigenos lipidicos

149

apresentados por moléculas CD1™, também consideradas um elo entre a imunidade inata e

adaptativa.
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Figure 35: Acio do A. blazei no baco.
LT- linfocitos T; M- mondcito/macrofago; MPO — mieloperoxidade; NKT- células natural killer T. NK- células

natural killer.

O CDI1 ¢é expresso em timocitos CD4'CD8”, macrofagos e células dendriticas, sendo essas
células importantes ativadoras de células NKT"% ! Também j4 foi demonstrada a ativagio
indireta de células NKT, por IL-12 proveniente de células dendriticas ativadas por receptores do
tipo toll'.

Em nosso trabalho, a indugdo de células NKT foi concomitante ao aumento de células
CD4'CDS8" nas duas linhagens pesquisadas (C57BL/6 e apoE-/-), o que ¢ coerente diante do papel
das células CD4'CD8" em induzir células NKT. No entanto, ainda devem ser elucidados fatores
indutores dessa rara populagdo de linfocitos duplo positivos.

Esta descrito que nas lesdes aterosclerdticas em animais apoE nocaute, as células NKT
ativadas produzem citocinas como IFN-y que regula diversos tipos celulares envolvidos no
agravamento da aterogénese'>>. Em nosso trabalho, detectamos aumento da secrecio de IFN-y em
conjunto com o aumento das células NKT no baco de animais deficientes em apoE, e nossos dados
apontam para uma repercussao no aumento na placa de ateroma uma vez que no arco aortico, houve
aumento na expressdo génica de VCAM-1, molécula de adesdo que entre outros fatores ¢é

fortemente induzida por IFN-y. Adicionalmente, o IFN-y também ¢ conhecido por contribuir para a
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vulnerabilidade da placa, pois propicia a producdo de metaloproteinase-9 (MMP-9), que degrada o
contetdo de colageno da capa fibrosa '**. Em nosso estudo, os altos niveis de IFN-y no baco foram
associados com a reducao no conteudo de colageno na area da lesdo aortica e aumento da expressao
MMP-9 na vélvula adrtica de animais suplementados com A. blazei, reforcando os efeitos deletérios
de A. blazei na aterosclerose. A exposicdo de monocitos e macrofagos ao IFN-y pode aumentar a

o ~ 1
transcricdo e expressao de TLR4 »

e também a captacdo mais eficiente de lipoproteinas e
formacdo de células espumosas, via receptores scavengers. Em nosso trabalho, foi detectado um
aumento consideravel da transcricao dos receptores scavengers CD36, SRA-2 e do receptor do tipo
toll 4 no arco aodrtico, local principal de formacdo da placa de ateroma na aorta, causada pela
suplementagdo com o A4. blazei.

O receptor scavenger de classe B, CD36, esta envolvido na endocitose de componentes
endogenos modificados, como fosfolipidios oxidados e células apoptoticas. Apesar de sua
importancia no clareamento desses componentes endogenos, também ocorre ativacdo de vias
inflamatoérias por CD36, o que possibilita uma fungao ambigua desse receptor. Recente trabalho de
Stewart, ef al.,"”® demonstrou que a ativag¢io do receptor CD36 por LDL oxidada, um dos antigenos
principais na formacdo da aterosclerose, induz a formacdo de heterodimeros com os receptores
TLR4-TLR6, e por sua vez a jun¢ao de CD36-TLR4-TLR6 propaga o estimulo inflamatério, sendo
que o bloqueio dessa via de sinalizacao impede a captacdo de LDL oxidada.

Nossos dados, demostram o aumento concomitante da expressdao génica de CD36, TLR4 e
também da area proporcional de células espumosas (macrofagos com grandes captacao de LDL
oxidada) na lesdo aterosclerotica. Dessa forma, um dos provaveis mecanismos de agdo do
agravamento da aterogénese pelo A. blazei ¢ via ativagdo do heterodimeros CD36-TLR4-TLR6, que
culmina na via sinalizadora por NFkB.

Como ja foi mencionado, encontramos maior numero de macroéfagos/monocitos
(CD11b'F4/80") no bago e na circulagdo de camundongos deficientes em apoE, e essas células
apresentaram maior expressao de CD86 e CD51. O co-estimulo gerado pela molécula CD86 (B7-2)
¢ fundamental para a apresentagdo de antigenos por APCs e fornecem os sinais necessarios para a
ativagdo de linfocitos'”’. Dados mostram que a via de sinalizagdo por CD86 pode regular a
aterogénese € ¢ um dos co-estimulos necessarios para primar as células T antigeno especificas que
agravam a aterosclerose'”’. Dessa forma, ¢ facilmente entendida a atuagio do A. blazei elevando a
expressao de CD86 em fagocitos e isso aumentando a formagao da placa de ateroma. Quanto ao
CD54 (ICAM), esta estabelecido sua influéncia em agravar lesdes aterosclerdticas, por essa
molécula, ser uma integrina expressa em leucocitos € no endotélio, que facilita a interagdo

1
celular'™®.
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Outro importante achado em nosso trabalho, foi o efeito do 4. blazei sobre o aumento da
populagio de neutrofilos circulantes (GR1/Ly6G"), como também a maior atividade de MPO no
baco e aorta de camundongos deficientes em apoE. Este ¢ o primeiro estudo que mostra diretamente
o efeito de A. blazei sobre neutrdfilos. Esses efeitos poderiam ser mediados via proteoglicanos '** e
B-glucanas ">, que sdo potentes estimuladores de macrofagos e células polimorfonucleares (PMN).
Estudos de ativagdo da inflamagdo em lesdes aterosclerdticas sugerem que neutrdfilos possam
contribuir na patogénese da doenga '>°. Os neutréfilos sdo os primeiros leucdcitos a infiltrar tecidos
inflamados, o que ocorre também durante a aterogé€nese espontanea, embora os macrofagos sejam a
maioria dos leucdcitos nas placas '®. Os numeros de neutréfilos e macréfagos na aorta aumentaram
nos animais suplementados com A. blazei avaliados pela atividade de MPO e NAG,
respectivamente. Enzimas pro-oxidativas derivadas de PMN como a MPO ndo s6 medeiam
respostas inflamatorias agudas, como também catalisam reagdes que consomem o 60xido nitrico

vascular local, resultando em disfuncio endotelial '**

. Consequentemente, o aumento dos niveis de
MPO na aorta € consistente com um aumento na circulagdo de neutrédfilos e gravidade das lesdes
ateroscleroticas.

E bem estabelecido que a inflamacio ¢é uma das bases da aterosclerose '°'. Os efeitos pro-
inflamatérios da suplementagdo por 4. blazei exacerbaram o desenvolvimento da aterosclerose por
aumento na inflamagdo local e sistémica. Outros fatores ligados a aterogénese, como a
concentracdes de lipoproteinas séricas, estresse oxidativo e glicemia nao foram influenciados pela
suplementagdao com A. blazei, como demonstrado anteriormente por nosso grupo. Por essa razao,
nds sugerimos que a estimulacdo de células NK/NKT, linfécitos CD4 CDS", linfocitos CD4",
neutrofilos e macrofagos dispararam a formagao da placa aterosclerdtica no nosso modelo. Juntos,
esses achados sugerem que o 4. blazei atua facilitando o recrutamento de leucdcitos e estimulando a
resposta inflamatéria do tipo TH1, um importante componente para o agravamento da aterogénese.

Os efeitos do A. blazei na aterog€nese em camundongos apoE'/' estdo representados na

Figura 36.
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De maneira surpreendente, ao estudarmos o modelo de artrite induzida por antigeno
(mBSA), caracterizado também como um modelo inflamatdrio agudo, que mimetiza a fase ativa da
doenca em humanos, o tratamento com A. blazei repercutiu na reducao de alguns parametros
inflamatérios observados, como o numero de neutréfilos na cavidade articular e consequentemente,
os mediadores inflamatérios produzidos por essa célula. Dados ja publicados pelo nosso grupo
demonstraram que a presenca dos neutrofilos na cavidade articular esta associada com patogénese
da artrite®. Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que o bloqueio do receptor da quimiocina
CXCR2 reduz o recrutamento do neutrofilo para a cavidade articular, e essa reducao € associada a
diminui¢io do rolamento e adesdo dos leucocitos na microvasculatura do joelho.

Apesar de ter sido observado que o tratamento com o A. blazei aumentou a expressao de
CXCR2 em neutroéfilos na circulagdo no presente estudo, observamos uma reducao do recrutamento
de neutrofilos para a cavidade articular apos o estimulo com o antigeno mBSA. Podemos sugerir
que esse menor recrutamento foi devido a diminui¢do da adesdo dos neutrdfilos. E essa menor
adesdo pode ser devida a reduzida produgdo das quimiocinas CXCL1/CXCL2 ligantes do receptor

CXCR2, nos animais tratados com A. blazei e com artrite. Nossos dados sugerem, que mesmo
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diante da maior expressdo de CXCR2 em neutrofilos circulantes nos animais desafiados, a auséncia
dos fatores quimiotaticos impediu a migracao eficaz para a cavidade articular.

Esses dados, sdo divergentes com dados da literatura que demonstram a capacidade do A.
blazei em estimular a producdo de mediadores pro-inflamatdrios por granuldcitos € macrofagos
humanos ex vivo'®. Especulamos que essa diferenca de acdo do A. blazei na producio de
mediadores inflamatorios, estd correlacionada com o grau de ativagdo celular. Células nao
estimuladas, ap6s o primeiro contato com antigenos do 4. blazei passam a produzir mediadores pro-
inflamatérios. No entanto, quando essas cé€lulas ja estdao primadas, como no nosso trabalho, em que
imunizamos com adjuvante de Freund e desafiamos com mBSA, o estimulo dietético persistente
com antigenos do 4. blazei passa a ser secundario e pode levar a uma hiporresponsividade das
células. Temos um indicio dessa nossa constatagdo quando analisamos o padrao diferenciado da
producao ex vivo de TNF-a gerada pelo A. blazei em cultura de esplendcitos, no qual foi observado
que em esplenocitos de animais imunizados, desafiados com mBSA, tratados com A4. blazei e
reestimulados na cultura com mBSA houve reducao na produg¢do de TNF-a quando comparamos
com os esplendcitos de animais nao desafiados com mBSA. A redugdo na produgdo de citocinas e
quimiocinas pelo tratamento com A. blazei, pelas cé€lulas do sangue periférico de pacientes com
Colite e doenga de Crohn foi demostrada por Forland, et al., '*" ¢ justificada como um efeito anti-
inflamatério desse fungo. No entanto, estes efeitos podem também estar associados com a
constatacdo sugerida anteriormente da hiporresponsividade causada pelo estimulo antigénico do A.
blazei.

Um fenémeno semelhante ao observado em nosso estudo, tem sido descrito em infecgdes
virais persistentes em que o contato continuo com o antigeno por um periodo prolongado causa
exaustao nas fungdes efetoras de células T, e uma das primeiras faléncias dessas células, consiste na

163; 164

diminui¢do da produg¢do de TNF-a . A exaustdo de células T parece ser desencadeada e

163; 164
63:164 'Em nosso trabalho, demonstramos

mantida pela IL-10, além de outros fatores como o TGF-f3
que em animais nao desafiados existe também um aumento na producdo de IL-10 por esplendcitos,
o que pode ter precedido o desafia intraarticular de mBSA. Outra questdo que deve ser pontuada, ¢
que entre as moléculas que fazem parte do fenotipo de células T exaustas esta a alta expressao de
CD44'%, que demonstramos estar aumentada pelo tratamento com A. blazei nas células CD4" do
bago de animais selvagens como também de animais apoE-/-. Dessa forma, em conjunto, nossos
dados apontam para uma potencial exaustio de células CD4" no modelo de AIA, mas essa
possibilidade nao foi confirmada uma vez que ndo avaliamos o fenotipo de células T nesse modelo.
E importante ressaltar que a magnitude da apresentagdio antigénica esta intimamente ligada ao
fendmeno de exaustdo de células T'®, e se compararmos o modelo de AIA, em que procedemos

com a imunizag¢do com adjuvante de Freund que favorece uma intensa apresentacdo de antigenos,
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ao modelo de aterosclerose, no camundongo apoE-/-, em que a apresentacao antigé€nica acontece de
forma gradual, podemos hipotetizar sobre os fatores que levaram as diferengas na producao do
TNF-a pelas células esplénicas nas duas condigdes.

Outra hipdtese para a redu¢do do nimero de neutréfilos na cavidade articular, ¢ um efeito
pro-resolutivo, portanto anti-inflamatorio do 4. blazei. No nosso estudo, dois resultados nos
permitem especular sobre essa acao; o primeiro a redug¢do na producao da citocina pro-inflamatoria
IL-1B e o segundo o aumento da morte celular na cavidade articular. O influxo de neutrofilos para
as articulagdes ¢ um dos principais eventos no estabelecimento da artrite, ¢ no modelo de AIA, a

~ . . ~ 4 1 01
resolugdo desse processo, entendida como a inducdo da apoptose de neutrofilos'®> '%

, ja foi
demonstrada por nosso grupo como uma potencial estratégica terapéutica para o controle da
artrite'”’. Porém, ndo podemos afirmar categoricamente que o A. blazei induz a resolucio, por nio
termos determinado o tipo de morte celular como também ndo termos dosados mediadores
caracteristicos do processo resolutivo como IL-10]67, TGF-B]68 dentre outros, no tecido
periarticular.

Considerando a potencial capacidade do A. blazei em induzir morte celular'” '¢% 170 171
que estd bem demonstrada na literatura, podemos sugerir um fendomeno unico que direciona o
entendimento do efeito desse fungo nos dois modelos utilizados no presente estudo. Sendo assim,
na artrite, a morte celular na cavidade articular limitaria a produ¢do dos mediadores inflamatorios
que perpetuam a doenga e na aterosclerose, a mesma morte celular nos momentos iniciais da
formacao da placa aumentaria a aterogé€nese, como ja demostrado na literatura.

Outra observacao interessante, foi de que no presente estudo, detectamos um aumento de
células mononucleares na cavidade articular de animais ndo desafiados. Se considerarmos esse
evento, como antecedente ao infiltrado de neutrofilos nos animais desafiados com mBSA, também
poderemos especular um aumento do clareamento de neutréfilos, vista a fundamental importancia
das células mononucleares em desempenhar essa fun¢do'®. Essa hiodtese também estd de acordo
com os resultados obtidos. No modelo de aterosclerose, detectamos a acdo do A. blazei em
aumentar a atividade de macrofagos/mondcitos, vista pelo aumento na expressao de moléculas co-
estimuladoras como também no aumento da expressao de receptores scavengers, responsaveis entre
outras funcdes, pela fagocitose de células em apoptose. Recente trabalho, demostram que na artrite,
um aumento na expressdo de CD36 em condrdcitos estd correlacionada com preservacdo de
proteoglicanos da cartilagem e menor destruigio 6ssea'’”. Em macrofagos o CD36 aumenta a
fagocitose de neutrdfilos'” e consequentemente diminui a produgdo de IL1-p. Dessa forma, a

ativacdo da fagocitose de neutrofilos por macrofagos na cavidade articular, € outro potencial

mecanismo de a¢dao do A. blazei no modelo de AIA.
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Em nosso trabalho, apesar da significativa reducdo dos pardmetros inflamatorios na
cavidade articular e alguns no tecido periarticular, ndo podemos afirmar que o 4. blazei tem um
efeito benéfico na artrite, uma vez que em sinais da doenga como dor, atividade de MPO no tecido
periarticular e o indice de artrite ndo foram influenciados pela suplementacio com A. blazei.
Acreditamos que € necessaria a avaliacdo dos efeitos do A. blazei em outros modelos para o estudo
da artrite, como por exemplo o modelo cronico em ratas. Na Figura 37 estdo sumarizados os

principais efeitos do A. blazei no modelo de AIA.

Redugao da
adesio celular

Membrana sinovial

Cépsula articular hiperplasica

Figure 37: Acéo do A. blazei na artrite.

Em conclusao, este ¢ o primeiro estudo demonstrando que o efeito imunoestimulador da
suplementagdo por A. blazei possui repercussoes pro-inflamatorias, consequentemente promovendo
efeitos deletérios na evolugao da aterosclerose. Esta suplementacao ¢ capaz de ativar células imunes
no baco, o que resulta em uma ativagao sustentada e infiltragdo de mondcitos e neutrofilos para os
sitios da aterosclerose. Nestes, o aumento da expressdo de importantes moléculas envolvidas na
formacdo de células espumosas, adesdo leucocitaria e degradacdo da capa fibrosa ocorrem,
culminando em uma avangada e vulneravel placa aterosclerdtica. J4& no modelo de artrite, um
modelo de doenca inflamatéria aguda, acreditamos que a imunoestimulagdo, especificamente em
neutréfilos, gerou um estado de ativacao aumentado, que teve como consequéncias a aceleracao da

morte dessas células. A partir desse evento inicial, os mediadores responsaveis pela propagacao da
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resposta inflamatéria, foram reduzidos, reduzindo entdo a migracdo para a cavidade articular.

Posteriores estudos sdo necessarios para esclarecer os efeitos do A. blazei na artrite.

103



7. RESULTADOS SUPLEMENTARES



7.1 Resultado suplementar I — Efeito do Agaricus Blazei na producao de IgA

secretéria em animais TLR2".
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Figura suplementar 1: Animais TLR2” tratados com A. blazei nio aumentam a producio de sIgA como é
observado no camundongos C57BL/6.

Para avaliar o protocolo utilizado, verificar secdo 4.4.2. Nao houve aumento da secrecdo de IgA, ap6s duas semanas de
tratamento com 4. blazei, ao contrario do observado na linhagem C57BL/6. Os resultados mostram que o estimulo para

a producdo de A. blazei ¢ dependente do receptor toll tipo 2. Barras representam a mediana e linhas verticais

representam a variagdo. * p<0.05.
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7.2 Resultado suplementar II - Agaricus blazei no modelo de mucosite induzida

por quimioterapico (Cloridrato de irinotecano) em camundongo balb/c.

= Controle
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-®- Mucosite +Agaricus blazei
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Figura suplementar 2: Animais tratados com A. blazei sio mais susceptiveis a0 modelo de mucosite induzida por
Irinotecano. Camudongos Balb/c receberam uma dieta enriquecida com Agaricus blazei (5%) 7 dias antes ¢ durante a
inducdo da mucosite. Camundongos controles foram submetidos a dieta comercial. Para a indugdo da mucosite, os
camundongos receberam doses didrias de Cloridatro de irinotecano (dose de 75mg/kg) por via intraperitoneal durante 4
dias a contar do dia 0 e foram acompanhados até o 7° dia ap6s o inicio da indugdo da mucosite. (A) A perda de peso ¢
um dos parametros clinicos importantes apresentados no modelo de mucosite. Os animais que receberam dieta com
A.blazei e desafiados com o Irinotecano, apresentaram uma maior perda de peso quando comparados aos animais nao
tratados e que foram desafiados com irinotecano. (B) Enquanto 100% dos animais desafiados com irinotecano
sobreviveram ao estimulo com irinotecano, os animais que receberam dieta com 4. blazei e subsequentemente foram

desafiados com Irinotecano, morreram em até 4 dias apés o desafio. Para todas as andlises n=5. **p<0,01.
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Anexo A — Certificado do Comité de Etica de Experimentacio Animal da

UFMG (CETEA/UFMG) I (Aterosclerose)

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
~-CETEA-

. CERTIFICADO
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resposta fmunoldgica relacionada & aterogénese’, cue tem como responsdvel
Jacqueline Isaura Alvarez Lelte , estd d= acordo com o= Principios Eticos da
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Anexo B — Certificado do Comité de Etica de Experimentacio Animal da UFMG
(CETEA/UFMG) II (Artrite)
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-CETEA-

CERTIFICADO

Ceriificamos que 0 Protacscio i’ 115/2018, rel2tive ao projeto intitulado “Ereits
da suplementacio dolstics CONT U COUUMIENC agaricus blazsi il na
resposta iaflzmatoric em modelo wurite ¢ ardrite’, que tem Como
-ceponcavel(is: Mauro Marting Taixeira , estd(3c) de acordo com os Pincipios
Eticcs de Exoedmentacic Animal, adotades pele  Comité de Ftica e
Experimentzcde Animal (CETEA/UFMG), tenco side aprovado na reunide de
31/ 08/2019.

Este certificado expira-se em-131/ 08/ 2015,

- CERTIFICATE -
Ve hereby certify that the Protocot n? 11972018, related {o the project entitied
“Effact of dietary supplementetion with - agaricus Biazei murid 0o
inflammatory cesponse in muriie model of artfaritis”, under the supervisicrs of
Mauro Martins Teixeirs, is in»agreer.‘gerjt with the Ethicet Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Eihice Commitice in Animal Experimantation
{CETEA/UFMG), and was apprived in August 1, 2010,
This certificate expiras in Aug&;ﬁ.\:‘.‘;l, 2085, g

\
\

Beln Horizc t}\" 13 de Agosto de 20i0.

‘Prof. Jacnueline Isaura Alvarez-Leite
Coordenadora do CETEA/URMG

Iniversidade Federal de Minas (J2rais
Avenida An*onio Cutlos, 8627 - Campus Fampulha
Unidade Administrativa It — 2° Andar, Sa'z 2005
24270-301 - Beio Horizente, MG - Brasi
Telofone: (31) 348845316
wavsUfma bifbiogticaineten - cetos@proa ifmy.br
Mad Cert. v1.00
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Anexo C — Certificado de qualidade do produto Agaricus blazei utilizado no

estudo

CETAL S/C LTDA. - Centro Tecnoldgice de Andlise de Alimentos SISTE

CERTIFICADO DE ANALISE FiSICO-QUIMICA n® 1393/08

iesc Gt LUNASFUNGI DO BRASIL - COOP. PRODUTORES DE COGUMELOS DA RMBM [ 601/08
ot TRAVESSA DOIS MiL CENTO E ONZE. 36A
P BELO HORIZONTE/MG ferr 31872403
pe (31) 34350517 . {31) 3435-9617
[ — COGUMELO AGARICUS BLAZE!
- P . Iu-.- o Ey— 1272007
P — = ) ’mJﬂu r— == ——— areca
awsans e e 48062008 10625 [peremm ape7008 [Pt o7oedoos U= znosaccs
RESULTADOS
ANALISE RESULTADO METODO
BETA-GLUCAN 9.809/1009 Lone

LETE RESLTADD [ RESTRITO PARA A AMOSTRA ANALISADA

¥

L AL Ay s . {
DA D ol OF ARALLIOD ADEANGA P T OAR WAATSUICA - CE0 218 F
CAMLNTE O AR M OMaD o rCAAVTL PTLO LABCEA ()
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l lt ETAL SN LTDA. - Centre Tecnoldgioe e Amdlive de Alimeato
r|'.l| Towwinip Cinedva |'-r-r_l.l-l|u| = g ""'.""""' N S0 = Wi |||m"|'|
u M CEP ORTIO-MO - Mogs das Chzes - 57 - Besd

o — Terafona: 08 1 JESR-2000 - Faw 55 11 4690-3001

T Mt Pty Eefal onih Iy a i Ak nalnl Sy b

Al R e e

CERTIFICADO DE ANALISE FiSICO-QUIMICA n® 1209/08

Dusaos Tommte LNASFUNG! DO BRASIL - COOP, PRODUTORES DE COGUMELDS DA BEMES |"""“ G208
o TRAVESSA DOIS MIL CENTO E ONZE, 384

(A= BELO HORIZONTEMG |ﬁ'F 3NETI-403
= {31) 34356617 i {31) 34369617
[T COMPOSTO PARA INFUSAQ COGUMELD -AGARICOS BLAZE! - ENERGYVITA
s | ENERGYVITA 008
. D00 Ir-p colma luu.-_—. e
I;."ﬂ‘-hl—rwt ATy ARTETOGA e ) F—mhm m I:I'.h\lhl-l- (ODETO0E i-nnnm ERSAD0R
(.
RESULTADOS
INFORMAGAD NUTRICIONAL
AHALISE PORGAD DE 100g WNDH) METODO
VALOR ENERGE TGO N Theal 1332k 16%  [Rugasmeren Tecnzo sotre Fogulagem te Sderdcn - Minmeng
da Sadde, Rosoiocdo - ROC w78, oe 773§ desombm de 2000
CARBOIDRATOE 3]'“ 'Igﬁ'.

TF-048 How 07 Desdenminasgd de peoininom. om almaonion,
PROTEINAS 23 3% h-\mllrrﬂ:uiﬁlﬂ? P70
0 hgsktcnl B almankia gl
kﬂh!ﬂhhan;h’*ﬂhhmu-hwn
& Dok Ingredonies = 11 Mdlodos: Flrace & Guismeios -«

GORDURAS TOTAIS B Ag 15%  Juom

Faya. 07 Drsbarmmarasgley do SOai0n [FEsDs Skredos ¢

GORDURAS SATURADAS 1,04 5% i Cromatograbe o girs- Find . SAKUMA A ¢ M
e o IrdSdn koo L utr MASnadca. T

P anhan de phmenic. ded, Erpala Mo g

GORDURA TRANS 0a "1 2OO% B S4A.155

078 e, 02 Dterminagie da Bom sokreel o ol am
Rel- Debwiche, 5. [Ed.} Cersal Fonds. I HOSWITEZ,

. (B4 | CeFicial Methads of A -Dpr_

et Gttty ACAC, 2005 Decial Moo

FIBRA ALIMENTAR 13g L3% 143 £33 1471 p. 790

GG Py 1T Drenprrrmnae; oy dia Conmeoeniirile irterplevioey
[een Almeerion. Roll; Taemadin. Aaskas Ouokdotatah, Foo Paaduc
S0DIO A5mg 2% £ 10 E0GGA, & 104100, 20m

("' aiores Didrios de rofenbnoin oom hass om s detn de 20006cs, cu 8400 Saut vakonet SEiion. podem oy Malees O MEnEs
{7} W0 ndly ostabalacido

ESTE RESUALTADD £ REETRITO PARA A ARCATRA AN ISARA

{ f.rm.r_'.ut%ﬂ

GEMENTE (M LARORATOMO
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Pagina 1M

Hidrocepe - Servigos de Qualidade Ltda

Exama 14659 0e. Bacepoio: 162008
Cident  Fundagao Renato Arerado Fore: 3319-8700
Ender. Rua: Bedran Sand Bedran, 446 Fax:
Bairra  MNova Sussa CHEICRF 01 16645000152
Cidade: Bk Honzonhe Inac.
Earads: MG ] : -
ren. 30480620 EMail: direlorisgerai@iraminags org
Grupo de Cigdros . bData TRMES2008
Coletade Par:
Solicitante: Dr, Wiliam César Bento Régis
Bespongdwel
Fafersncias
o5 Dadaes da AmosSTra Papimetros/ Anidlises Besultado
jooesd Coguselo Azarcus Blazei - Eneigy Fiezro Togasl S0 ES maptp
Wila, Produgda; 122007 Valdade:
[ibdrar i
Poligaa - K Z2.159%
Cadoa - Ca TR Mg
Sidic - Na 44715 mgg
Rl - M Tr4,42 mg'kg

===
DOSERVADOES: Os eosullados exprasscs nests cerificads sa raferem somants o madinal recobida

Data : 1770003 Asg, Respencivel Técnico

CRF 6-2060 - CFF D08.747 01600

Licengs o Wi 0182004 - MAPA, pard eutsoor Conirole de quatdade de peoduios wrlanndrios
Regstrado na FEAM FOTGBIAT005
A, Alhvares Cabral, 1154 - Loasoes BHIBSHS UeF 301 U401 - Telefax (51133356384

weist hidrocgpe, com e T hﬂ'wpnﬂhld:mmnhr
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QUALIDADE
ANALITICA N° 83956
11 s

LABﬂRATﬂHIﬂE EMISSA0 01

ACENTHD DE LAUDO/OS

LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS

CLIENTE: MINASFUNGI DO BRASIL — COOFP, PROD, DE COGUMELODS DA REG. METROP. BH.
ENDERECD: TRAVESSA DOIS MIL CENTO E OME, 36A — RIBEIRD DE ABREU.

CIDADE; BELC HORIZONTE S

CONTATO: SRA. ADRIAME

TEL.: (31) 34350617 E-MAIL: adriancagutariminas fungi som, br
PATA DA COLETA: NAD CONSTA DATA DE ENVASE: NAO APLICAVEL
DATA ENTRADA DA AMOSTRA: 120808 DATA DE VALIDADE: MAQ APLICAVEL
DATA EMISSAO DO LAUDO: 270808 COLETOR: O INTERESSA DD

COGUMELO AGARICUS BLAZEI MURRIL 100g

LIMITE ANALISES
EMNSAIOS LUNIDADES DE i DA METODO
| QUANTIFICACAD | AMOSTRA
Vitamina A (Retinol) g 10 0.17 36 CROMS*
Vitamina B, ( Thiamina) mg/1 (g 0.003 4,25 CRO052*
Vitamina B. | Riboflavina) mg/ 100z 007 16.85 CROOS2*
Vitamina B. (Miacina) mgy 1 Dby 0013 388 CRO52*
Witamina B (Pantotenato de Calcio) m 1 D 0,03 43 CRO32*
Vitamina C { Ac. Asedrbico) mp/100% 0002 57,1 CROp52*
Vitamina D2 (Ergocalciferol) ug/100g 50 <5,0 CROM9*
Colina /100 1.0 315 CROB49*
Vitarnina H {Bictina) pg/ 100 5 4520 CROBS2*
Vitamina K2 (Menaguinona) g/ 100g e =0y, 14 CROBA*
| Ergosterol mg/100g 0,01 0346 ¥

METODOLOGIA:
A0 AL INTERNATIONAL, (Mficial methods of asakysia, 15% cd, MarydasdU54: A 004 C Istematiomal, 2005 ~ Current Theough - Revision |, 3006
**Farmacopéia Porfuguesa

O resultados das andlises laboratoriais apresentadas se referem exclusivamenic 4 amostra analisada,

EDILSOMN ANTONIO TORRES
COORDENADOR CROMATOGRAFLA

CRO IV (44 3B6TT
p— Comten de Chualidede Analivea Eida = Av. Julio Thniz, 27 = Jd M5 Amibiadors - PabocFax (009 3241-1 554
= ﬁ": CEF;, 1307542 — Camginac, 5P — Beasil - CNPJ 54,690 (4 50001-6] — IE lemo — LM, 23E51-E

LIRL: wvww, o oo br = e-mails: vendasifoga combr « finenceindiioga com br
Laboratdrio Iﬂl—'!lﬂﬂﬂhil‘llliu -ll-l.l.lﬂﬂli Iublllgh.lﬂll.lvm
Vojo o esoopo oompleto em Koo ey anvaa ooy Drreiipstesangianaiion | iy
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Phads & Ectracs
NATURAL AMAZON HERBS PRODUCAD DE EXTRATOS LTDA.

Road B o likis Prsdo ™ 5 R ouveim /S0

TEL: {195 3ET-2845 'SP 07 59 Sefmmifan NSO 15T A7 0Te TR 11w

| ermrem nsgAas Comnm . Aggisics ph W N Padido | = EAMA K I

Pepuiie ol DR .ﬁF‘iﬂ.ﬂhHLﬂﬂ. Sdpoda e socapem Fabaln Aouioriracio M5 LDEELST

Familie Py Farie ks Fungo indeino SO BT O A SO0 - [ - 3
o W adlsby (RIAO0E = DE20TD 55 Lone: PAGADSGE CRFN 5450317

LR Prosodine iz Fnesil Brradasgdas Sim lirsi. Wius: 057280

Ul Fovtesedos. Miimasiung | Nataral Ammoon Hierbs
CERTIFICAING DE ANALISE N° (N3

ANALESE FINH O (UINE AS
AMALISE RESULTADD ESPECIFICACAD METODOS | REFEREMCIA
ASpacin P grosso L gy i
Cor Amanalo ascur Amarelo a amanelo escurd Wreai
SaborOdor De acordo Caractensicos Drganoliptics
10% _B5 S0+-15 HKorokovas jus, 1984
| Umnidade 7,158 % iinimo 10 % Farmacogdis Brasdera [V ed
Cinzas totais 511% Miomo 7.5 % Famacoptia Grassena IV ed
0. 2ED i‘rnL hlin, ﬂ,ﬂ]!&rl.. F gl Pnlu.w WY m_i_ 187
eitranha Aysenie Ausenie Farmacogsng Brasiers IV ed
Solubilidade Irvsotined Incsobirve imual
ThHs;
% AL ISE VIR B KMECV] AW B A,

s LSS KRS T A (A R T TRET ST REFERENC T
Puendamanr sgp D neordo Adente g WHO, 78
Salmoacila 5p D acorda Auscnie’g WHO, 9%

E. colii Die noordo Ausente/p WHO, 9%
Feimgos / [evedura __De acorda =100 LIFC/g WHO. 9%
Coatagem Total Bactériaes D ncorda =100 UG WHO, 98
| Sraplplacoeriy SEreun D soneda Auzente'y WHID, 12
s
d:b....; i, hﬂ-—'m
5 W & Ei E 1 Diaafels Dhas Beocarin
-armacdunica Respongngl Farmsodation Rexpomsine] Microhichioligi
CRF5F MhAd3 CHEFSP: 450007 CRL) 55595 i
= Armueynar o kenl oo o ancinads, Wi de dimbilabe ¢ caloa
MR sipmiGga dec mdo reslimdo;
E1 i It dbe e penddube dic Grigem i cial’ lutuial ool Bayver vanaglo dF o
# Rl b rewpennsste ooy polss pailnbslen i proghuin sc o mecumeo Sor memipuisk de S s kegeds.
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Abstract

Purpose Extracts of the mushroom Agaricus blazei
(A. blazei) have been described as possessing immuno-
modulatory and potentially cancer-protective activities.
However, these effects of A. blazei as a functional food
have not been fully investigated in vivo.

Methods Using apolipoprotein E-deficient (ApoE’/’)
mice, an experimental model of atherosclerosis, we eval-
uated the effects of 6 or 12 weeks of A. blazei supple-
mentation on the activation of immune cells in the spleen
and blood and on the development of atherosclerosis.
Results  Food intake, weight gain, blood lipid profile, and
glycemia were similar between the groups. To evaluate
leukocyte homing and activation, mice were injected with
99mTc_radiolabeled leukocytes, which showed enhanced
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leukocyte migration to the spleen and heart of A. blazei-
supplemented animals. Analysis of the spleen showed
higher levels of activation of neutrophils, NKT cells, and
monocytes as well as increased production of TNF-o and
IFN-y. Circulating NKT cells and monocytes were also
more activated in the supplemented group. Atherosclerotic
lesion areas were larger in the aorta of supplemented mice
and exhibited increased numbers of macrophages and
neutrophils and a thinner fibrous cap. A. blazei-induced
transcriptional upregulation of molecules linked to mac-
rophage activation (CD36, TLR4), neutrophil chemotaxy
(CXCLI1), leukocyte adhesion (VCAM-1), and plaque
vulnerability (MMP9) were seen after 12 weeks of
supplementation.

Conclusions This is the first in vivo study showing that
the immunostimulatory effect of A. blazei has proathero-
genic repercussions. A. blazei enhances local and systemic
inflammation, upregulating pro-inflammatory molecules,
and enhancing leukocyte homing to atherosclerosis sites
without affecting the lipoprotein profile.

Keywords A. blazei - Diet - Atherosclerosis -
Inflammation - ApoE_/_ mice

Background

Extracts from the mushroom Agaricus blazei (A. blazei)
have been reported to be medicinal [1] and have been
studied for their immunostimulatory effects [2-5]. Among
these effects are the induction of nitric oxide (NO) secre-
tion in murine macrophages [5] and transcriptional upreg-
ulation of cytokines such as IL-8, IL-6, IL1-f, IL2, and
TNF-a [6, 7]. These effects can be ascribed to the high
concentration of proteoglycans and f-glucans, important
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