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IASP   International Association for the Study of Pain 

ICAM-1   Molécula-1 de adesão intercelular 

IFN-γ   Interferon γ 

iNOS   Óxido nítrico sintase indutível 

i.p.   Intraperitoneal 

IL-1β   Interleucina 1 β 

IL-2β   Interleucina 2 β 

IL-4   Interleucina 4 
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IL-6   Interleucina 6 

IL-8   Interleucina 8 

IL-10   Interleucina 10 

IL-12   Interleucina 12 

LDL   Lipoproteína de baixa densidade 

LDLox   Lipoproteína de baixa densidade oxidada 

LDLr-/-   Deficiência para receptor de LDL 

mBSA   Albumina Bovina Metilada 

M. butiricum  Micobacterium butiricum 

MCP-1   Proteína 1 quimiotática para monócito 

MCSF   Fator estimulatório de colônia de macrófago 

mmLDL   Lipoproteína de baixa densidade minimamente oxidada 

MMPs   Metaloproteinases 

MIP-1α   Proteína inflamatória para macrófagos 1α 

MIP-1β   Proteína inflamatória para macrófagos 1β 

MHC-II   Complexo principal de histocompatibilidade classe II 

MPO   Mieloperoxidase 

MPP   Metaloproteinases 

Na3PO4   Fosfato de Sódio 

NK   Células matadoras naturais ou natural killer 

NF-κB   Fator de Transcrição Nuclear kapa B 

NO   Óxido nítrico 

PAMPs   Moléculas padrão associadas a patógenos 

PBS   Tampão fosfato salina 

PRRs   Receptores padrão de reconhecimento 

Rag-/-   Deficiência para células B e T 

RNA   Ácido ribonucléico 

RANTES  Regulador da ativação normal de expressão e secreção em células T 

ROS   Espécies reativas de oxigênio 

SRA   Receptor scavenger A 

SMC   Células musculares lisas 

TGF β   Fator de transformação e crescimento β 

Th1   Resposta celular do tipo 1 

Th2   Resposta celular do tipo 2 

Th3   Resposta celular do tipo 3 
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Th17   Resposta celular do tipo 17 

TLR   Receptores toll like  

TNF-α   Fator de necrose tumoral α 

VCAM-1  Molécula de adesão vascular 1 

VE   Veículo 
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RESUMO 
Extratos do fungo Agaricus blazei (A. blazei), um cogumelo comestível, tem sido descritos 

como agentes imunoestimuladores e por isso, usados como terapia alternativa para o tratamento de 

muitas doenças, incluindo neoplasias malignas. No entanto, os efeitos do A. blazei como um 

alimento funcional ainda não estão completamente elucidados. O objetivo do presente estudo foi 

investigar as ações 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 antígeno (AIA), foram alimentados com dieta suplementada com 5% de A. 

blazei desidratado e processado em pó. Os tratamentos decorreram por 6 e 12 semanas no modelo 

de aterosclerose, e por uma semana, no modelo de AIA. Análises de fenótipo celular, mostraram um 

aumento na população de células CD4+CD8+, CD49b+CD3+, CD11b+CD86+ e linfócitos 

CD4+CD44high, no baço de animais apoE-/- após 6 semanas de tratamento dietético. A extensão do 

tratamento para 12 semanas, permitiu detectar adicionalmente aumento da população de células 

CD49b+CD3- no baço. Na circulação, a população de neutrófilos Gr1+/Ly6G, também foi 

aumentada. Essas populações celulares em conjunto, possivelmente contribuíram na aterogênese, 

uma vez que o tratamento com A. blazei, agravou de forma pronunciada a área de lesão na válvula 

aórtica, inclusive tornando-a mais instável, pela redução do conteúdo de colágeno intraplaca. Genes 

pró-aterogênicos, incluindo os genes relacionados à captação de LDL oxidada (SRA-2, CD36 e 

TLR4), relacionados à vulnerabilidade da placa (MMP9 e CXCL-1) e à adesão de leucócitos 

(VCAM-1), tiveram também sua expressão estimulada pelo tratamento com o A. blazei, no arco 

aórtico. Quanto aos dados obtidos no modelo de artrite, o A. blazei diminuiu expressivamente o 

infiltrado de neutrófilos para cavidade articular, como também o número de leucócitos aderidos na 

microvasculatura do joelho, e as quimiocinas responsáveis pela migração de neutrófilos, CXCL-1, 

sua homóloga CXCL-2 e a citocina IL-1β, mesmo tendo sido detectado um aumento em neutrófilos 

expressando maior quantidade do receptor de quimiocina CXCR2 na circulação. Apesar da menor 

atividade inflamatória no local do desafio antigênico, não houve redução de parâmetros como dor e 

atividade de MPO no tecido periarticular. Inversamente ao observado em animais não desafiados, o 

A. blazei diminui a produção de TNF-α em cultura de esplenócitos, o que é um indício de efeitos 

diferenciados dependendo do grau de ativação celular. Por fim, detectamos um aumento da morte 

celular na cavidade articular, o que nos indica uma provável ação do A. blazei em diminuir alguns 

parâmetros da resposta inflamatória nesse modelo. Diante dos achados do presente estudo, podemos 

concluir que o A. blazei leva a uma imunoestimulação celular, que na aterosclerose assume 

repercussões pró-aterogênicas, mas que no modelo de AIA, tem um claro efeito de inibição da 

produção local de quimiocinas e diminuição do infiltrado de neutrófilos. Estudos posteriores são 

necessários para esclarecer os mecanismos de ação 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+CD44high 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 A. 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-1β was significantly reduced, even though an increase in neutrophils CXCR-2high 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 A. blazei decreases the 

release of TNF-α 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 A. blazei reduces the 

inflammatory response in this model. Taking all this into account, we can conclude that A. blazei 

causes a cellular immunostimulation, and, in the atherosclerosis model it assumes pro-atherogenic 

consequences but in the AIA 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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Historicamente, evidências de que a nutrição tem impacto direto na resposta imunológica ou 

inflamatória, foram primeiramente observadas em investigações clínicas e modelos experimentais 

que mostraram que deficiências nutricionais podem causar susceptibilidade a infecções respiratórias 

e gastrointestinais, aumentado a gravidade dos sintomas e duração da doença 1; 2. No Brasil está 

situação é particularmente relevante, uma vez que existe uma alta prevalência de desnutrição 

hospitalar, próxima a 48% 3, e que essa está diretamente relacionada com prejuízos no 

funcionamento do sistema imunológico. 

Doenças com um componente inflamatório reconhecido são tratadas em geral com fármacos 

específicos e anti-inflamatórios. No entanto, desde que componentes nutricionais são capazes de 

exercer funções na inflamação2, a dietoterapia deve ser parte integrante do tratamento e pensada de 

forma criteriosa, baseada em evidências científicas, pois pode acarretar benefícios4; 5 ou malefícios6 

dependendo do balaço entre os nutrientes, presentes nos alimentos, escolhidos.  

Nesse sentido, os recentes avanços em nutrição tentam buscar alimentos/nutrientes com 

funções na modulação do estado imune/inflamação, com potenciais ações terapêuticas. O 

entendimento da relação entre estado imunológico e a nutrição progrediu nas últimas décadas, e os 

estudos atuais focam nos mecanismos pelos quais nutrientes são capazes de modular o sistema 

imune na saúde e na doença. 

Entre os alimentos com potenciais efeitos terapêuticos está o fungo Agaricus blazei, uma 

espécie nativa do Brasil, que pertence à família dos fungos basidiomicetos (cogumelos), e tem sido 

utilizada em várias partes do mundo por suas alegações funcionais7. Cogumelos têm sua história 

bem estabelecida nas terapias orientais, como Ganoderma lucidum (Reishi), Lentinus edodes 

(Shiitake), Inonotus obliquus (Chaga) e muitos outros que têm sido cultivados e usados na Córeia, 

China, Japão e Rússia8. O número de diferentes espécies de fungos na Terra é estimado em 140.000, 

dentre as quais somente 10% são conhecidas. Das 14.000 espécies, cerca de 50% são comestíveis e 

aproximadamente 700 espécies tem atribuições de propriedades terapêuticas8. Além de ser 

consumido in natura, seco ou como infusão, o A. blazei é também comercializado em cápsulas, 

comprimidos ou tabletes.  

Popularmente, esse cogumelo é utilizado na proteção ao câncer, diabetes, hiperlipidemia, 

aterosclerose e hepatite crônica 9. Embora clamado por possuir estes benefícios, faltam estudos 

conclusivos na literatura que reforcem ou refutem seus efeitos na maioria das doenças mencionadas. 

Diversos trabalhos tem focado na capacidade imunoestimulatória do A. blazei 10; 11; 12. 

Outras evidências 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 

células tumorais13; 14; 15; 16; 17. No entanto, existe ainda uma lacuna sobre o entendimento da atuação 
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desse cogumelo em doenças caracterizadas tipicamente como inflamatórias, e adicionalmente, dos 

efeitos do seu consumo oral, principal forma de uso popular.  

Por essa razão, foi despertado o interesse por nosso grupo, que estuda diversos modelos de 

doenças inflamatórias, a investigação da administração do A. blazei em alguns desses modelos, por 

entendermos que a patogênese na resposta inflamatória é peculiar a cada doença. A presente tese 

tem como principal foco, os modelos murinos de aterosclerose e artrite. 

A aterosclerose, como mencionado, é uma doença inflamatória crônica e que é induzida por 

distúrbios do metabolismo lipídico, sendo responsável por uma grande proporção de doenças 

cardiovasculares 18. A aterosclerose acomete os vasos sanguíneos e resulta em doença cardíaca 

coronária (infarto agudo do miocárdio, IAM) e doença cerebrovascular (acidente vascular 

encefálico, AVE). De acordo com a OMS19, em 2008, as doenças cardiovasculares representaram 

17,3 milhões das mortes em todo o mundo, e dessas, 7,3 milhões foram por IAM e 6,2 milhões 

foram por AVE, consequências diretas da aterosclerose. Projeta-se que em 2030 o número de 

mortes por doenças cardiovasculares atinjam 23.6 milhões de pessoas em todo o mundo19. 

Estudos anteriores do nosso grupo analisaram a ação do A. blazei nos fatores de risco, e 

diretamente na formação da aterosclerose e mostraram que o A. blazei não 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 constatação, houve aumento significativo 

da lesão aterosclerótica. Sendo assim, provavelmente, a ação do A. blazei sobre a resposta 

inflamatória no camundongo apoE pode ter sido o que desencadeou o agravamento da aterogênese, 

uma vez que outros fatores de risco tradicionais não foram agravados. A partir desse primeira 

constatação, tornou-se nosso interesse investigar os mecanismos inflamatórios celulares, pelos quais 

o A. blazei interfere na progressão da lesão aterosclerótica.  

Paralelo ao estudo da aterosclerose, surgiu também o interesse na artrite reumatóide, uma 

condição que atinge aproximadamente 1% da população mundial, caracterizada por um estado 

inflamatório sistêmico que envolve diversos órgãos, incluindo articulações, pele, olhos, pulmão e 

vasos sanguíneos 20; 21 . Esse processo inflamatório afeta outras doenças inflamatórias crônicas e em 

particular, a artrite reumatóide, é considerada um fator de risco independente para a aterosclerose22; 

23; 24. A escolha dos dois modelos justifica-se pela possibilidade de complementação do 

entendimento das alterações da resposta inflamatória geradas pelo A. blazei. 

Portanto, nossa hipótese é que o A. blazei, oferecido na dieta, é capaz de induzir ativação 

de componentes da resposta inflamatória de forma sistêmica e isso pode acarretar no 

agravamento da aterosclerose e da artrite. 

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

efeito da suplementação dietética do A. blazei em doenças inflamatórias. 
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Quanto aos compostos bioativos, alguns metabólicos podem ser isolados dos corpos 

frutíferos ou de culturas puras do micélio. Dentre os componentes do A. blazei destacam-se as 

proteoglucanas e β-glucanas, que podem ser definidas como polissacarídeos não digeridos, que são 

os principais componentes da parede celular de leveduras e cogumelos26. As glucanas podem ter 

ligações do tipo α ou β. No corpo frutífero do A. blazei as α-glucanas e β-glucanas estão presentes 

em concentrações diferentes nos diversos estados de maturação. 

Kawagishi e colaboradores27, separaram os compostos do corpo frutífero do Agaricus 

blazei para a avaliação da sua atividade anti-tumoral. Uma das frações, denominada FIII-2b, 

composta de proteínas e de (1→6)-β-D-glucana foi a mais eficiente quanto à ação antitumoral. 

Outro composto bioativo que já foi identificado nos corpos frutíferos do Agaricus blazei é 

a Agaritina (N-γ-L-(+)glutamil-4-hidroximetilfenilhidrazina), que está presente no gênero Agaricus. 

Quando metabolizada, forma um composto que parece ter atividade antimutagênica, o 4-

(hidroximetil) benzenodiazonio. A Agaritina, pode variar suas concentrações dependendo do cultivo 

e processamento do Agaricus blazei. Os estudos que analisam o potencial anticarcinogênico desse 

composto ainda são controversos 28. 

 Em relação à composição lipídica de cogumelos e especificamente do Agaricus blazei, o 

ergosterol é o esteroide que constitui a membrana celular desses organismos e é similar ao 

colesterol em mamíferos. Ele é também o precursor da vitamina D2. Takaku, et al.,29 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 angiogênese.  

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 

β-D-GLUCANA 

 

Anti-tumoral e 

imunoestimuladoras 

Kawagishi, 1989 27; Itoh, 1994 16 

AGARATINA Anti-mutagênica Liu, 2008 28 

ERGOSTEROL Anti-angiogênica Takaku, 200129 

LECTINA Anti-tumoral Kawagishi, 1988 27 

PROTEOGLUCANAS Imunoestimuladora Kim, 2005 30 

PIROGLUTAMATO DE SÓDIO Anti-angiogênica Kimura, 2004 9  

 

Os extratos derivados do A. blazei são comercialmente disponíveis, no entanto, não é bem 

definida a composição dos mesmos, o que influencia nas funções atribuídas a esse fungo.  

 A variação da composição dos extratos se dá pelos diferentes métodos de cultivos, como 

também, pela produção de metabólicos secundários dos cogumelos tais quais as micotoxinas. Além 

disso, a composição dos extratos também depende do tipo de extração, se aquosa, alcoólica ou das 

frações lipídicas. 

 

2.1.3  Agaricus blazei e ações descritas no sistema imunológico 

 

A capacidade do Agaricus blazei, em induzir a expressão ou secreção de citocinas pró-

inflamatórias tem sido estudada 31; 32; 33; 34 e já foi demonstrada a capacidade do Agaricus blazei em 

estimular a secreção de IL-8 e TNF-α, em macrófagos murinos in vitro32. Outro exemplo de ação do 

Agaricus blazei sobre a secreção de citocinas, é o estudo de Kasai e colaboradores31 mostrando o 

aumento da secreção de IL-12 em células mononucleares periféricas humanas. Nesse estudo, ainda 

foi demonstrado que a secreção de IL-12, estimulada por Agaricus blazei é dependente do receptor 

do tipo Toll 4 (TLR4). O Agaricus blazei também aumentou o número de células Natural killer no 

baço de camundongos C57BL/631.  

O efeito de Agaricus blazei na secreção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e da 

citocina anti-inflamatórias IL-10 foi também avaliado em células endoteliais e em monócitos 12. 

Houve aumento na secreção de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α  em cultura de monócitos e, de forma 

menos pronunciada, em cultura de células endoteliais, sem modificação nos níveis de IL-10.  Foi 

também demonstrado que o Agaricus blazei  inibe a expressão gênica das interleucinas IL-2, IL-4 e 

IFN-γ em células mononucleares periféricas humanas35. 
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Além do efeito sobre a produção de citocinas em leucócitos e células endotelias, o 

Agaricus blazei também foi capaz de aumentar a apresentação de antígenos por células 

dendríticas30; 36. 

Trabalhos de Choi et al.,37 sugerem que Agaricus blazei pode reduzir a reação anafilática 

tanto in vivo quanto in vitro. Estes autores mostraram que a administração 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 liberação de histamina por mastócitos 

estimulados em cultura celular, também característico de alergia. Esses efeitos sugerem um efeito 

do Agaricus blazei na atenuação de respostas alérgicas. 

As várias frações do Agaricus blazei atuam como descrito de muitas maneiras biológicas e 

em diversos aspectos modulando as respostas imunológicas, podendo levar a atividades funcionais 

diversas. Não há dúvidas de que o Agaricus blazei tem grande potencial imunoestimulador no 

entanto seus mecanismos de ação em diversas condições inflamatórias ainda não estão claramente 

demonstrados.  

A orientação da utilização racional de alimentos em especial daqueles que concorrem à 

denominação de alimentos funcionais é de grande importância para a saúde pública, uma vez que os 

mesmos irão fazer parte do consumo normal da população com o intuito de proteção auxiliar nas 

diversas desordens relacionadas ao sistema imunológico. 
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2.2 Aterosclerose  
 

2.2.1 Aterosclerose: Inicio e desenvolvimento da lesão 

 

 Aterosclerose, como anteriormente mencionado, é uma doença inflamatória crônica da parede 

arterial, induzida por distúrbios do metabolismo lipídico, com presença de células (macrófagos, 

células T, células B, células Natural Killer, células musculares lisas e células dendríticas) e 

elementos fibróticos das médias e grandes artérias 38; 39; 40. 

 A hipótese oxidativa da aterosclerose sugere que o processo aterosclerótico possa ser iniciado 

por danos no endotélio vascular, produzido por modificações oxidativas da LDL 41.  

 Altas concentrações de LDL no plasma podem levar a altas concentrações de LDL no espaço 

subendotelial. Essa LDL aprisionada na íntima pode tornar-se modificada oxidativamente por 

espécies reativas de oxigênio (ROS), produzidas por células endoteliais, macrófagos residentes e 

células musculares lisas 42.  

 A oxidação da LDL parece ocorrer em dois estágios: o primeiro, ocorre antes que os 

monócitos sejam recrutados e resulta da oxidação dos lipídeos da LDL, com pequena alteração na 

apoB 43. Neste estágio, a LDL apresenta-se minimamente oxidada (mmLDL), e ainda pode ser 

reconhecida pelos receptores de LDL das células 44. A LDL, quando minimamente oxidada, é capaz 

de provocar dano no endotélio, podendo induzir a expressão da proteína-1 quimiotática para 

monócitos (MCP-1) pelas células endoteliais e macrófagos, e do fator estimulador de colônia de 

macrófagos (M-CSF) pelas células endoteliais; além de aumentar a expressão de moléculas de 

adesão nas células endoteliais 43; 45. O segundo estágio de oxidação, formando LDL oxidada, 

começa quando monócitos são recrutados para a lesão e convertidos em macrófagos, onde 

contribuem com sua enorme capacidade oxidativa. Nesta fase, os lipídeos da LDL são 

adicionalmente oxidados e a parte protéica da LDL também é modificada, o que impede o 

reconhecimento da lipoproteína pelo receptor de LDL, tornando-a reconhecível apenas pelos 

receptores scavengers presentes nos macrófagos e células musculares lisas 43; 46. 

Estes receptores scavengers tais como SRA1, SRA2 e CD36, estão presentes na superfície 

dos macrófagos e células musculares lisas da parede arterial e não sofrem regulação negativa, isto é, 

sua expressão não é regulada pelo conteúdo intracelular de colesterol. A interação de LDL oxidada 

(LDLox) com os receptores scavengers resulta na rápida captação dessa lipoproteína pelas células 

musculares lisas e macrófagos. A LDLox é degradada intracelularmente, o colesterol livre é 

esterificado pela acil CoA: colesterol aciltransferase-1 (ACAT-1) e em seguida armazenado nas 

gotas lipídicas, conferindo às células o aspecto de espuma 47; 48. O acúmulo de células espumosas, 
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unidade básica da lesão aterosclerótica, leva à formação da primeira lesão da aterosclerose: a estria 

gordurosa 48. 

A migração de monócitos para a parede arterial é um dos eventos iniciais na patogênese da 

aterosclerose 49 50. Embora seu recrutamento para a parede arterial e subseqüente diferenciação em 

macrófagos possa inicialmente servir como função protetora por remover partículas de LDL 

oxidada ou células apoptóticas, o acúmulo progressivo de macrófagos na parede do vaso e a 

captação de formas modificadas de LDL via receptores scavengers são responsáveis pela formação 

de lesões ateroscleróticas 43; 51;52. 

Após a migração, a interação entre monócitos, linfócitos T e as células endoteliais 

vasculares acontece por moléculas de adesão expressas na superfície das células endoteliais e 

células musculares lisas ativadas, que se ligam a receptores (integrinas) na superfície das células 

mononucleares circulantes 53; 54. As moléculas de adesão pertencem a várias classes, como 

selectinas, molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e moléculas de adesão vascular –1 (VCAM-

1). 

A expressão dessas moléculas pode ser aumentada por citocinas inflamatórias tais como IL-

1b, TNF-α e IFN-β 54; 55, porém ICAM-1 pode ter sua expressão aumentada por outros mediadores 

inflamatórios, tais como estresse oxidativo 56 força de cisalhamento; LDL nativa e oxidada 57; 58; 

microrganismos, incluindo Chlamydophila pneumoniae 59 e T. cruzi 60. Elas são minimamente 

expressas no endotélio normal; contudo em estágios precoces da aterosclerose, aumentam 

significantemente sua expressão 61. 

A transição de estria gordurosa, relativamente simples, para lesão mais complexa, é 

caracterizada pela migração de células musculares lisas (SMC) da camada média da parede arterial 

para a íntima ou espaço subendotelial. As SMC podem proliferar e captar lipoproteínas 

modificadas, contribuindo para formação de células espumosas. Essas células também podem 

sintetizar proteínas da matriz extracelular, levando a formação da capa fibrosa 42; 49; 50. A 

proliferação e a migração de SMC é provocada por fatores de crescimento e citocinas produzidos 

por macrófagos, células T e células endoteliais 62. Todavia, SMC também são fontes de mediadores 

inflamatórios tais como MCP-1 63. Assim, a estria gordurosa pode progredir para uma lesão 

intermediária e finalmente para lesão complexa com calcificação, acúmulo de plaquetas, podendo 

ocorrer ruptura do endotélio e trombose 38; 39. 

A lesão fibrogordurosa, ou intermediária, contém os mesmos elementos celulares da estria 

gordurosa. Entretanto, a proporção relativa dos macrófagos carregados de lipídeos, células T e 

células musculares lisas pode variar de lesão para lesão. Geralmente, a lesão fibrogordurosa alcança 

uma aparência 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 lesão é influenciada por interações entre monócitos/macrófagos e células T que resultam na 

aquisição de características de estado inflamatório crônico. As células T da lesão estão ativadas 

expressando citocinas do tipo 1 (pró-inflamatórias) e do tipo 2 (anti-inflamatórias) 64. Similarmente, 

macrófagos, células endoteliais e SMC apresentam-se ativadas produzindo produtos inflamatórios, 

tais como TNF-α, IL-6 e MCP-1 65. 

A placa fibrosa ou placa avançada ou lesão complicada, possui uma superfície coberta por 

uma capa de espessura variada, consistindo de várias camadas de células musculares lisas cercadas 

por uma matriz densa de tecido conjuntivo que contém colágeno, fibras elásticas e proteoglicanos. 

As células musculares lisas que compõem esta lesão tomam uma característica plana 66. A formação 

da lesão avançada é usualmente associada com uma contínua diminuição da espessura da camada 

média da artéria, resultante da migração das células musculares lisas para a camada íntima e 

multiplicação das células musculares na íntima durante o desenvolvimento e progressão da lesão67. 

Este estágio de desenvolvimento da lesão pode apresentar um centro necrótico que consiste de 

debris de células, material lipídico extracelular como cristais de colesterol e células espumosas. 

Estudos com humanos e modelos animais de aterosclerose sugerem que a apoptose tem papel 

importante na formação do centro necrótico 65. 

Embora lesões avançadas possam proporcionar sintomas de isquemia como resultado de 

estreitamento progressivo do lúmen do vaso, eventos cardiovasculares agudos que resultam em 

infarto agudo do miocárdio podem ser gerados por ruptura da placa ou trombose 68. 

 O processo de ruptura da placa pode ser determinado pela estabilidade das lesões. Lesões 

estáveis que são caracterizadas por SMC embebidas de densa matriz de colágeno, com baixo 

conteúdo de células inflamatórias e lipídeos no centro necrótico são mais resistentes à ruptura 68.  

Já as regiões onde as lesões apresentam um grande infiltrado de células inflamatórias e centro 

necrótico, capa fibrosa frágil e fina, com pouca quantidade de colágeno, são regiões mais 

suscetíveis à ruptura, caracterizando lesões instáveis 68.  

A presença de metaloproteinases já foi detectada na região de ruptura de placa. Essas enzimas 

são secretadas por macrófagos e influenciam a estabilidade das lesões por degradarem as proteínas 

da matriz extracelular, proporcionando lesões mais instáveis 69.  

 

2.2.2 Aterosclerose e sistema imunológico 

 

 A resposta inflamatória é controlada pelo sistema imunológico, cujos componentes são 

abundantes na placa aterosclerótica. Imunidade inata pode ser representada por macrófagos, 

também necessários para iniciação da aterosclerose. Na imunidade adaptativa, as respostas imunes 
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são iniciadas quando células B e T reconhecem antígenos específicos envolvidos no processo da 

doença 70; 71. 

Em relação à imunidade inata, são grandes as evidências da ativação pró-inflamatória, por 

antígenos inespecíficos, que podem influenciar no curso da aterosclerose. Essa ativação pró-

inflamatória, envolve muitos tipos celulares, os mais importantes macrófagos e células dendríticas, 

que expressam um repertório de receptores altamente conservados conhecidos por receptores 

padrão de reconhecimento (PRRs), tais como os receptores scavenger e toll-like, que reconhecem 

moléculas padrão associadas à patógenos (PAMPs)72 . 

Evidências da participação da imunidade adaptativa na aterosclerose foram demonstradas 

por DANSKY et al.73 e REARDON et al. 74 que relataram que o cruzamento de camundongos apo-

E-/- com camundongos deficientes em células B e T (Rag-/-) revelaram redução na lesão 

aterosclerótica inicial quando comparados com controles apo-E-/- imunocompetentes. Contudo, o 

impacto do defeito imune não era detectado nos casos de hipercolesterolemia grave.  

A análise dos componentes celulares do ateroma de camundongos apo-E-/- mostrou que 

linfócitos T CD4+ e CD8+ têm sido detectados nas lesões e que a infiltração de linfócitos T é mais 

proeminente na fase inicial da lesão e diminui à medida que as lesões progridem75, porém em todos 

os estágios de desenvolvimento da lesão há predominância de linfócitos T CD4+ e macrófagos76. A 

migração de monócitos e linfócitos para o espaço subendotelial ocorre em resposta a um gradiente 

de fatores quimiotáticos, tal como MCP-1, produzidos pelas células inflamatórias e pelas células 

presentes na parede vascular, incluindo células endoteliais e células musculares lisas77. 

Macrófagos da placa expressam IL-12 e IFN-γ, duas citocinas pró-inflamatórias, que têm 

papel ativo nas fases iniciais da aterosclerose, implicando no envolvimento da resposta imune do 

tipo Th1 na patogenicidade da doença 78; 79. Outras citocinas, como TNF-α, TNF-β, IL-2, IL-1β 

aumentam a aderência de monócitos no endotélio e têm papel na formação de estrias gordurosas. 

Dessa forma, a interação de um ou mais fatores como citocinas, moléculas de adesão e quimiocinas 

podem promover o recrutamento de linfócitos e monócitos para a íntima das artérias 80 local em que 

se acumulam e dão sequência ao processo inflamatório.  

Na Figura 2, estão representados os componentes do sistema imune presentes na lesão 

aterosclerótica. 
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Figura 2: Componentes do sistema imune na placa aterosclerótica81. 

O ateroma apresenta um centro lipídico, incluindo cristais de colesterol, células vivas a apoptóticas e uma capa fibrosa 

com células musculares lisas e colágeno. Vários tipos de células da resposta immune estão presents em todo o ateroma, 

incluindo macrófagos, células T, mastócitos e células dendríticas. Do lado externo à íntima a adventícia envolve o 

tecido conectivo, neste local as células da resposta imune se acumulam causando a progressão da placa, podem também 

alcançar estruturas linfóides terciárias com centros germinativos. APC- célula apresentadora de antígeno.  
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2.3 Artrite  
A Artrite Reumatóide (AR) é uma doença inflamatória crônica que acomete cerca de 1% 

da população mundial 82 e está associada a uma alta taxa de morbidade e de mortalidade, 

principalmente em decorrência de eventos cardiovasculares83; 84. 

 A Artrite é uma doença complexa e multifatorial na qual, vários fatores estão envolvidos, 

sejam eles fatores genéticos, ambientais ou auto-imunes 82. No entanto, a hierarquia dos eventos 

inflamatórios que causam a artrite ainda não está bem estabelecida. 

 A patologia da artrite é caracterizada por acometer primariamente articulações das mãos e 

dos pés85. A resposta inflamatória ocorre na membrana sinovial com a formação de pannus 

(crescimento excessivo de tecido conjuntivo sobre a superfície articular), em que há invasão e 

destruição das estruturas articulares85. A cavidade sinovial torna-se hiperplásica em decorrência de 

um aumento dos sinoviócitos e nesta região intersticial, ocorre intensa angiogênese, com presença 

de infiltrado inflamatório de diversos tipo celulares, incluindo linfócitos T, B, neutrófilos e 

macrófagos 85. Na Figura 3, estão representados os eventos inflamatórios e tipos celulares 

envolvidos na patogênese da artrite. 

 O envolvimento de células T na artrite reumatóide, é evidenciado uma vez que, a 

apresentação de antígenos para linfócitos pelo complexo de histocompatibilidade II (MHCII) pode 

afetar a predisposição à doença dependendo do alelo de MHCII expresso86. No entanto, apesar da 

detecção de linfócitos T na inflamação sinovial, a participação de células T parece ser coadjuvante 

às inatas, uma vez que tratamentos com ciclosporina, imunossupressor de células T, anticorpos anti-

CD4 e anti-CD52 surtem poucos efeitos benéficos ao paciente85. Mesmo diante dessa evidência, a 

resposta do tipo TH1 é característica na artrite, por as citocinas IFN-γ, linfotoxina-β (LTβ) e TNF 

estarem presentes85. Mais recentemente, o envolvimento da resposta inflamatória TH17, tem sido 

descrita como uma resposta efetora crucial em modelos murinos87; 88.  

 Células B, participam da patogênese da artrite pela produção de diversas citocinas e 

quimiocinas tais como IL-6, IL-10 e LTβ85. Drogas direcionadas para agirem sobre células B, como 

a rituximabe, apresentam eficiência maior no controle da artrite quando compara às drogas que tem 

como alvo, linfócitos T89; 90. 

Os neutrófilos são as células mais abundantes nas articulações de pacientes com AR em 

fase ativa 91. Essas células são capazes de liberar diversos mediadores inflamatórios, como 

citocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS), além das proteases podendo causar danos 

articulares, diretamente à cartilagem e ossos, como também, a amplificação da resposta 

inflamatória92. 

Dentre os mediadores inflamatórios produzidos pelos neutrófilos, várias citocinas como, 

TNF-α, IL-8, Il-1β e IL-6 tem sido relatadas como mediadores importantes na patogênese da 



 

 33 

artrite85. Elas assumem papéis em todas as fases da doença por promoverem auto-imunidade, 

contribuírem com a manutenção da inflamação e direcionarem a destruição dos tecidos adjacentes85. 

A citocina TNF-α apresenta um papel chave em diversos processos, como inflamação, 

imunomodulação, crescimento, angiogênese e citotoxidade 93; 94, estando esta, envolvida na maior 

expressão de moléculas de adesão tanto em polimorfonucleares circulantes, quanto em células 

endoteliais95. Além disso, o TNF-α estimula também a síntese de outras citocinas, ativando células 

endoteliais, fibroblastos, osteoclastos e condrócitos 96; 97. O TNF-α tem sido demonstrado por atuar 

na migração de neutrófilos, na artrite induzida por adjuvante, bem como, na artrite reumatóide em 

humanos97; 98. O TNF-α induz a ativação leucocitária e endotelial, ativação e sobrevida de 

fibroblastos sinoviais, sensibilização de receptores nociceptivos e angiogênese 85; 99. Outra ação do 

TNF-α é o direcionamento da formação de osteoclastos, mobilizando seus precursores da medula 

óssea100. 

 A IL-1β também é detectada no soro de pacientes com artrite 101. A IL-1β tem uma papel 

chave na gênese de osteoclastos e na perda óssea, mediado por TNF-α, uma vez que o TNF-α pode 

induzir a expressão de IL-1β principalmente por células mesenquimais 102; 103 que tem um papel 

central no processo de degradação da cartilagem por inibir a síntese de matriz, bem como por 

induzir a expressão de enzimas (MMPs -metaloproteinases) que a degradam104. Injeções intra-

articulares de IL-1β geram uma redução de proteoglicanos, estimulam a apoptose de condrócitos e a 

degradação da matriz óssea 105. 

O acúmulo e a permanência dos neutrófilos no sitio inflamatório aumenta a resposta 

inflamatória, uma vez que, esses neutrófilos são capazes de produzir mais mediadores inflamatórios 

amplificando assim, a resposta inflamatória92. A apoptose de neutrófilos, seja essa, natural ou 

induzida, está associada com o a indução de mediadores antiinflamatórios e com a resolução da 

resposta inflamatória106. Recentemente, nosso grupo demonstrou, que a produção endógena ou 

mesmo a administração de peróxido de hidrogênio, levou a resolução da resposta inflamatória em 

um modelo experimental agudo de artrite induzida por mBSA em camundongos. Essa resolução 

estava associada com diminuição dos fatores que levam a sobrevida dos neutrófilos, induzindo a 

apoptose dessas células107.  

Além disso, os neutrófilos são células relevantes na produção de mediadores que irão 

induzir a hipernocicepção (sensação de dor)108. Isso ocorre, através da liberação de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas108, da ativação da produção PGE2 e LTB4 108 bem como, da  produção 

de radicais livres (superóxidos, peroxidonitrito) que contribuem para a gênese da 

hipernocicepção109. A dor é um dos mais importantes sintomas que acompanham a artrite 

reumatóide, sendo esta, a principal causa das limitações funcionais dos pacientes.   
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Estratégias farmacológicas que inibam o recrutamento de neutrófilos para o sítio 

inflamatório demonstraram efeitos positivos com relação 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 neutrófilos, como para, CXCL2/KC) reduzem os 

parâmetros inflamatórios observados tanto em um modelo murino de artrite induzida por antígeno 
20, quanto em um modelo experimental de artrite induzida por adjuvante em rato110. Esta 

quimiocina, CXCL2 ou interleucina-8 humana, está presente do fluido sinovial de pacientes com a 

doença ativa ou na articulação de animais com artrite induzida111; 112; 113. 

Em relação à participação de macrófagos na patogênese da artrite, é sabido que drogas 

como metotrexato e inibidores de citocinas, agem primariamente inibindo a produção de citocinas 

por macrófagos114. Dessa maneira essas células agem como importante fonte de citocinas pró-

inflamatórias que vão levar ao agravamento da artrite. A sinalização das funções efetoras de 

macrófagos na sinóvia, parece ser mediada pela ativação de receptores do tipo toll 2, 3, 4 e 685. Em 

relação ao tipo de ativação de macrófagos na patogênese da artrite, é sabido que macrófagos que 

apresentam um fenótipo pró-inflamatório, denominados M1, são a maioria nas articulações com 

artrite e agravam a doença, enquanto macrófagos alternativamente ativados, denominados M2, 

apresentam um perfil anti-inflamatório na artrite e um balanço favorecendo a presença de 

macrófagos M2 podem ser úteis no controle da doença114. Além disso, sabe-se da fundamental 

contribuição de macrófagos na resolução do processo inflamatório induzido na artrite. Macrófagos 

são as células responsáveis pelo clareamento dos neutrófilos e falhas nesse processo, amplificam a 

resposta inflamatória na artrite107.  

Com relação às citocinas e quimiocinas responsáveis pelo agravamento da artrite, podemos 

dizer que essas também acarretam em repercussões sistêmicas como a função alterada de adipócitos 

(incluindo a liberação de adipocinas pró-inflamatórias como a adiponectina e resistina), a 

resistência à insulina e podem culminar na síndrome metabólica, além disso, é observado um efeito 

no sistema vascular e aceleração da aterosclerose 85. 

Como já pontuado, o tratamento da artrite reumatóide é realizado em especial pelo uso de 

fármacos, e entre os fármacos de escolha, estão o Tocilizumabe115, anticorpo monoclonal anti-

receptor de IL-6116, como também o metotrexato117, potente inibidor do ciclo celular, o Anakinra, 

uma versão recombinante do antagonista do receptor de IL-1 humana, inibidor competitivo da IL-1 

que demonstrou alguns efeitos sobre a erosão óssea presente em pacientes com artrite reumatóide 
118 e agentes bloqueadores de TNF-α, tais como Infliximabe (anti-TNF quimérico)119. No entanto, 

por seus alvos serem tipos celulares diversos e alterarem a competência imunológica, esses 

tratamentos farmacológicos desencadeiam efeitos adversos consideráveis, como aumento da 

susceptibilidade à infecções, neutropenia e também hepatotoxidade. 
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3. OBJETIVOS 
 



 

 37 

3.1 Objetivo geral 
 

Investigar o estímulo imunológico da suplementação dietética com o cogumelo Agaricus 

blazei nos modelos experimentais de aterosclerose e artrite. 

 

3.1.1 Objetivos específicos  
 

Parte I – Imunoestimulação com Agaricus blazei. 

• Testar as consequências do estímulo do Agaricus blazei no intestino por meio de: 

§ Avaliação da permeabilidade intestinal; 

§ Determinação da concentração de IgA secretória nas fezes; 

§ Avaliação da atividade de macrófagos e neutrófilos no intestino delgado; 

• Testar as consequências sistêmicas do estímulo do Agaricus blazei por meio de: 

§ Caracterização das alterações imunológicas sistêmicas por meio da avaliação do 

fenótipo das células esplênicas (monócitos, células NK, células NKT e linfócitos). 

Parte II - Agaricus blazei na resposta inflamatória crônica da aterosclerose no camundongo 

apoE nocaute. 

• Observar a formação e estabilidade de placas ateroscleróticas pela análise histológica da 

lesão na área da válvula aórtica em estágio inicial e avançado; 

• Avaliar a atividade celular de macrófagos no intestino, aorta torácica e abdominal; 

• Avaliar a atividade celular de neutrófilos, no baço, intestino, pulmão, aorta torácica e 

abdominal; 

• Caracterizar possíveis alterações imunológicas sistêmicas por meio da avaliação do fenótipo 

das células esplênicas e circulantes (monócitos, neutrófilos, células NK, células NKT e 

linfócitos); 

• Avaliar a inflamação sistêmica por meio da dosagem de produção das citocinas TNF-α e 

IFN-γ no baço  

• Verificar a atividade inflamatória e fagocitária das células das lesões ateroscleróticas 

cardíacas pela expressão de receptores scavengers SRA1, SRA2 e CD36; do receptor Toll 

like-4; da molécula de adesão 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 III –Agaricus blazei na resposta inflamatória da artrite induzida por antígeno (mBSA) 

em camundongo.  

• Investigar alterações inflamatórias sistêmicas por meio da contagem total e diferencial de 

leucócitos circulantes, como também, a análise do fenótipo de neutrófilos circulantes; 
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• Investigar a hipernocicepção como parâmetro de agravamento/melhora da resposta 

inflamatória; 

• Avaliar o efeito na migração de neutrófilos e células mononucleares para a cavidade 

articular; 

• Avaliar o comprometimento articular; 

• Observar a dinâmica da microcirculação leucocitária (rolamento e adesão) avaliando a 

interação leucócito/endotélio in vivo na microvasculatura do joelho como parâmetro 

inflamatório; 

• Avaliar a liberação de citocinas e quimiocinas (IL-1β, IL-10, CXCL-1 e CXCL-2) e a 

atividade de neutrófilos no tecido periarticular como parâmetro de atividade inflamatória. 

• Testar a produção de citocinas (TNF- α e IL-10) como parâmetro de atividade inflamatória 

em cultura de baço; 

• Avaliar a morte celular no lavado da cavidade articular . 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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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 ausência do gene da apoE 

gerados no fundo genético C57BL/6, foram obtidos do Laboratório de Bioquímica Nutricional 

(LAbiN), do Departamento de Bioquímica e Imunologia – ICB/UFMG. 

Os animais de todos os grupos tiveram livre acesso à dieta e água e foram mantidos em 

gaiolas coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 às 19:00) e 

temperatura controlada (20 a 24o C). Os animais foram mantidos em gaiolas para ratos ou 

camundongos para até 6 animais. 

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética de Experimentação 

Animal da UFMG (CETEA/UFMG): nº do protocolo 132/2009  (Anexo A) e nº do protocolo 

119/2010 (Anexo B). 

 

4.2 Suplementação dietética com Agaricus blazei  
 

Para o tratamento dietético do estudo de imunoestimulação (Parte I) e do estudo em artrite 

(Parte II), foi oferecida aos animais de forma controlada e diariamente, ração comercial para 

roedores, Labina®- Purina, (Nestlé, Brasil), processada em pellet suplementada com 5% de 

Agaricus blazei desidratado em pó, cedido pela empresa Minas Fungi®, Brasil. Para o grupo 

Controle foi oferecida somente ração comercial, Labina®- Purina, (Nestlé, 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 modificada120, suplementada com 5% de 

Agaricus blazei desidratado em pó, gentilmente cedido pela empresa Minas Fungi®, Brasil, em 

substituição parcial ao amido de milho. Para o grupo Controle foi oferecida somente dieta AIN-93G 

modificada. As dietas foram oferecidas pelo período de seis e 12 semanas experimentais.  

Os Quadros 2 à 4 mostram a composição qualitativa e química das dietas utilizadas. 
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Quadro  2. Composição qualitativa – Dieta AIN-93G modificada, controle e suplementada 

com Agaricus blazei. 

 

Ingrediente AIN-93G 

(g/100g) 

AIN-93G suplementada com A. blazei 

(g/100g) 

Caseína 20 20 

Metionina 0,3 0,3 

Sacarose 10 10 

Celulose 5 5 

Óleo 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. Composição qualitativa – Ração comercial para roedores, Labina®- Purina, 

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

 

Ingrediente Labina 

(g/100g) 

Labina 

suplementada 

com A. blazei 

(g/100g) 

Milho integral moído, cloreto de sódio (sal comum), aditivo 

antifungivo fungistático, cloreto de colina, mix vitamínico e 

mineral, feno de alfafa, fosfato bi-cálcico, soja integral moída, 

calcário calcítico, farelo de soja, farinha de peixe, farelo de trigo, 

remoído de trigo. 

100 95 

Agaricus blazei desidratado em pó --- 5,0 

*A composição qualitativa dessa ração foi fornecida pelo fabricante. 
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Quadro  4. Composição química das dietas utilizadas  

 

Macronutriente Labina 

 

Labina suplementada 

com A. blazei 

 

AIN-93G 

 

AIN-93G suplementada com 

A. blazei 

 

Carboidrato 

(% do VCT) 

50,30 49,92 63,04 59,66 

Proteína 

(% do VCT) 

41,90 42,60 20,70 23,60 

Lipídeos totais 

(% do VCT) 

7,80 7,48 16,26 16,74 

Densidade calórica 

(Kcal/ g de dieta) 

2,18 2,21 2,99 2,93 

* A composição nutricional da dieta AIN-93G foi calculada com base nas informações de REEVES 

et al., 1993. Utilizou-se para o cálculo tabela de composição de alimentos de PHILIPPI (2002) e 

TACO (2006). A composição nutricional da ração comercial para roedores, Labina®- Purina, 

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

4.3.1 Parte I – Imunoestimulação pelo Agaricus blazei. 

Trinta camundongos C57BL/6 machos, com 8 à 10 semanas de idade, foram utilizados no 

estudo e distribuídos conforme às análises realizadas. Os animais foram separados em 2 grupos: 

grupo A.blazei com suplementação dietética com Agaricus blazei, e grupo Controle não 

suplementados.  

Para a eutanásia esses foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 0,1ml de 

uma solução 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) diluídos em tampão 

fisiológico. Após anestesia geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. O soro foi 

separado por centrifugação a 6500 rpm por 5 minutos, em centrífuga de mesa Fanem Centrimicro 

243. As amostras de soro foram armazenadas à -80ºC para as análises. Para o experimento de 

permeabilidade intestinal o sangue coletado foi diretamente analisado. 

Retiramos também o intestino delgado, e então, esse foi limpo sobre um papel filtro para 

coleta das fezes que foram armazenadas à -80 oC. Amostras de intestino foram divididas em porções 

(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e íleo) e armazenado em freezer a -80oC. 

 

 
Figura 4: Esquema experimental – Imunoestimulação pelo A. blazei. 
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4.3.2 Parte II –Agaricus blazei na resposta inflamatória crônica 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 suplementação dietética com Agaricus blazei, denominado A.blazei  e 

apoE-/- não suplementados, denominado grupo Controle. Os animais foram distribuídos de acordo 

com o peso inicial e níveis sanguíneos de colesterol total. O experimento com tratamento dietético 

decorreu por seis ou 12 semanas e ao final desse período os animais foram eutanasiados. Para a 

eutanásia esses foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 0,1ml de uma solução 

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) diluídos em tampão fisiológico. Após anestesia 

geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. Foram coletados coração, aorta, 

intestino, pulmão e baço que foram armazenados à -80 oC. Para as análises de citometria de fluxo, 

baço e sangue foram prontamente preparados e analisados. 

 

 
Figura 5: Esquema experimental – A. blazei na aterosclerose. 
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4.3.3 Parte III – Agaricus blazei na resposta inflamatória da artrite induzida por antígeno em 

camundongo (modelo agudo). 

 

Para o estudo no modelo agudo de artrite, quarenta camundongos C57BL/6 machos, com 8 

à 10 semanas de idade, foram utilizados no estudo e distribuídos conforme às análises realizadas. 

Os animais foram imunizados, através de injeção por via subcutânea (s.c.), com uma emulsão 

contendo 200µL de volumes iguais de PBS e adjuvante completo de Freud (CFA), na qual foi 

dissolvida 500 µg de mBSA. Após 7 dias da imunização, foram divididos em dois grupos: grupo 

A.blazei com suplementação na dieta comercial com Agaricus blazei (5%), e grupo Controle 

alimentados somente com dieta comercial. No 14o dia após a imunização com mBSA/CFA, cada 

grupo anterior foi novamente dividido em mais dois grupos: grupo Artrite desafiados com mBSA 

(10 µg/cavidade) através de injeção intra-articular (articulação fêmur-tibial) e grupo PBS que 

recebeu somente PBS através da injeção intra-articular. Dessa maneira, os quatro grupos 

experimentais foram denominados PBS/Controle; PBS/A.blazei; Artrite/Controle e 

Artrite/A.blazei.  Após 24 horas do desafio, os animais passaram pelo teste de hipernocicepção, 

microscopia intravital e sofreram eutanásia para as demais análises. 

Para a eutanásia esses foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 0,1ml de 

uma solução 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) diluídos em tampão 

fisiológico. Após anestesia geral, os animais foram exsanguinados pelo plexo inguinal. Os joelhos 

foram coletados para a histologia, o tecido periarticular para as dosagens de citocinas e o ensaio de 

MPO, o lavado da cavidade articular e o sangue para a contagem total e diferencial de leucócitos. 

Para a análise de citometria de fluxo o sangue foi prontamente preparado e analisado. Para 

a análise 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 – A. 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 A. blazei ou 

dieta controle, por duas semanas,  receberam 0,1mL de solução de DTPA marcado com 18,5 MBq 

de 99mTc por gavagem, para avaliação da permeabilidade intestinal. O padrão de dose que 

corresponde a alíquota de igual volume de 99mTc-DTPA oferecido aos animais foi utilizado para a 

determinação da radioatividade no mesmo tempo dos demais tubos. Os camundongos foram 

eutanasiados 6 horas após o procedimento supracitado, para a retirada de 500 µL de sangue a partir 

do plexo inguinal. O sangue foi posteriormente submetido à contagem da radioatividade. Os 

resultados obtidos foram comparados com o padrão da dose e calculados em percentual da dose de 

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

 

4.4.2 Determinação de IgA secretória  

 

Os títulos 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 solução de tampão carbonato pH=9,6 contendo 

anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos (Southern Biotechnology, 

Birmingman, AL) na concentração de 1µg/mL por, no mínimo, 18 horas a 4˚C. O bloqueio foi feito 

com uma solução de PBS-0,5% caseína por uma hora a temperatura ambiente (200 µl/poço). 

Posteriormente, as placas foram lavadas com solução salina-0,05%Tween por duas vezes. As 

amostras foram incubadas em diluição seriada (1:2) em PBS-0,5% caseína, durante uma hora a 

37˚C. Na sequência, as placas foram novamente lavadas. Anticorpos de cabra anti-IgA de 

camundongo conjugados com biotina (Southern Biotechnology, Birmingman, AL) e diluídos 

(1:5000) em PBS – 0,5% caseína foram adicionados aos poços (100 µL/poço)  durante uma hora a 

37˚C. As placas foram novamente lavadas e incubadas com uma solução de estreptavidina ligada à 

peroxidase (Sigma, St. Louis, Missouri) diluída  1:15000 vezes em PBS-0,5% caseína durante uma 

hora a 37˚C. Finalmente, a revelação do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feito 

utilizando a H2O2 como substrato e orto fenilenediamina (OPD) como reagente de cor. Essa solução 

foi  diluída em tampão citrato, adicionada à placa (100 µl/ poço) e incubada por aproximadamente 

20 minutos ao abrigo da luz. A reação foi interrompida com solução de ácido sulfúrico (20µl/poço) 

e a leitura realizada em leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), em 

492 nm. 
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4.4.3 Atividade da mieloperoxidase (MPO)  

 

Para avaliar o acúmulo de neutrófilos foi utilizado o método de quantificação da atividade 

de MPO como descrito previamente 121. Em suma, o tecido foi pesado, ressuspendido em 5% salina 

EDTA (Buffer 1), submetido à homogeneização e centrifugação (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 centrifugação 

10.000g por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 

tampão fosfato com HETAB (Buffer 2) e re-homogenizado por 30 segundos. As amostras foram 

congeladas e descongeladas seguidamente (3 vezes) em nitrogênio líquido, submetidas novamente a 

centrifugação (10.000g, 15 minutos) e o sobrenadante coletado para ensaio de MPO. As amostras 

dos tecidos foram diluídas três vezes para o ensaio. Em seguida as amostras foram plaqueadas 

(25µl/poço) e a cada poço foi adicionado 25µl de tetramethylbenzine (TMB) a 1.6 mM. A placa foi 

posteriormente incubada a 37°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 100µl por poço de H202 

(0,002%) e o término da reação foi dado com a adição de ácido sulfúrico 1M. A atividade da MPO 

das amostras foi detectada por colorimetria em um leitor de ELISA (450 nm). Os resultados foram 

expressos como absorbância em 450nm por 100 mg de tecido.  

A análise da atividade de MPO foi realizada no intestino, baço, pulmão, aorta e tecido 

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

 

4.4.4 Atividade da n-acetilglicosaminidase (NAG)  

 

Porções do intestino, porções abdominais e torácicas da aorta foram retiradas para 

realização do ensaio de NAG, pesadas e ressuspendidas, na proporção de 1.9 ml de solução para 

cada 100mg de tecido, em solução salina 0,9% (4ºC) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck).  

Logo em seguida foram homogeneizadas em homogenizador de tecido e, então, centrifugadas a 4ºC 

por 10 min a 1.500 g. Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio 

de NAG.  

A reação foi iniciada após a adição de 100 µL de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glicosaminidase (Sigma-Aldrich), dissolvida em tampão citrato/fosfato (pH 4.5), a uma 

concentração final de 2,24 mM, a 100 µL do sobrenadante recolhido após centrifugação do 

homogenato. A reação foi processada a 37ºC por 10 min, em placas de 96 poços.  

O término da reação foi dado pela adição de 100 µL de tampão glicina 0.2 M (pH 10,6) e 

quantificado em espectrofotômetro a 405 nm. O infiltrado de macrófagos foi calculado a partir de 

uma curva padrão da atividade de NAG expressa em aumento de absorbância a partir de 
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macrófagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, mediante injeção de uma solução de 

tioglicolato de sódio a 3%. O lavado peritoneal foi realizado após um tempo máximo de quatro dias 

pós-injeção. Os resultados foram expressos em número relativo de macrófagos.  

 

4.4.5 Citometria de fluxo  

 

Células isoladas dos órgãos (1 x 106) foram plaqueadas e em seguida, adicionados 25 µl 

por poço do coquetel de anticorpos monoclonais anti-marcadores fenotípicos conjugados com FITC 

(fluoresceína), PE (ficoeritrina), Pe-Cy5 ou Alexa-488. Os anticorpos utilizados estão relacionados 

na tabela abaixo. As células foram incubadas por 30 minutos a 4ºC, no escuro. Posteriormente, as 

células foram lavadas com 100µl por poço de PBS-BSA-NaN3 e centrifugadas a 1200 rpm por 10 

min. O sobrenadante foi descartado e, então, o procedimento de lavagem foi novamente repetido. 

Posteriormente, as células marcadas com anticorpo biotina foram submetidas a uma nova incubação 

com estreptavidina e lavadas conforme descrito. Finalmente, as células marcadas foram 

ressuspendidas em 200µl de solução fixadora (0,5% de formaldeído em PBS1X) e mantidas a 4ºC, 

no escuro até o dia seguinte. A leitura foi feita usando o FACScan (Beckton Dickinson, Mountain 

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

Fenótipo provável FITC PE PE-Cy5.5 Alexa 488 BBiotina Streptavidina 

NK 

(Parte II -6 semanas) 

CD49b/Pan NK x x x x x 

NKT 

(Parte II -6 semanas) 

CD49b/Pan NK CD3 x x x x 

NK 

(Parte II -12 semanas) 

NK1.1 x x x x x 

NKT 

(Parte II -12 semanas) 

NK1.1 CD3 x x x x 

L. T auxiliar ativado 

(Parte II -6 semanas) 

CD4 CD44 x x x x 

L. T citotóxico 

(Parte II -6 semanas) 

x CD8 x x x x 

L. T duplo positivo 

(Parte II -6 semanas) 

CD4 CD8 x x x x 

Linfócitos B 

(Parte II -6 semanas) 

x CD19 x x x x 

Fagócitos 

(Parte II -6 semanas) 

CD11b CD11c x x x X 

Monócitos/macrófagos 

(Parte II -6 semanas) 

CD11b CD86 x x x x 

Neutrófilos 

(Parte II - 12 

semanas) 

x CXCR2 x Ly-6G (Gr-1) x x 

Neutrófilos 

(Parte III) 

CXCR2 TLR2 Streptavidina x Ly-6G(Gr-

1) 

x 

Monócitos/macrófagos 

(Parte II -12 semanas) 

CD11b CD86 F4/80 x x x 

Monócitos/macrófagos 

(Parte II -12 semanas) 

CD11b CD54 x x x x 

 

4.4.5.1 Análise da citometria de fluxo  

 A análise da citometria de fluxo foi feita no programa FlowJo©, versão 8.7 (Tree Star, Inc. 

1997-2009). Inicialmente, a região de células linfóides ou de células mielóides foi delimitada por 

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

de células linfóides marcados com CD4+, CD4+CD44+, CD8+, CD19+, CD49b ou NK1.1; CD49b ou 

NK1.1 e CD3+ (duplo positivas). Selecionamos também a região positiva de células mielóides 
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CD11b+CD86+; CD11b+CD11c+; CD11b+CD11c-; CD86+F4/80+ (duplo positivas); Ly-6G (Gr-1)+. 

Para as análises de expressão das moléculas de superfície, foi avaliada a intensidade média de 

fluorescência (IMF) de CD54, CXCR2, TLR2 e CD86 dentro das populações positivas de interesse 

citadas anteriormente. Dot plots representativos das estratégias de análise estão ilustrados nas 

figuras a seguir. 
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Figura 7: Estratégia de análise de células linfóides por citometria de fluxo.  

Análise realizada no programa FlowJo®. A- Perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC) onde foi 

selecionada a região correspondente à população de células linfóides e posteriormente as células B- CD49b e CD49b+ 

CD3+; C- CD8+; D- CD8+CD4+; E- CD19+; F- CD4+; G- CD4+CD44+; H- NK1.1+e NK1.1+CD3+. 
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4.4.6 Histologia das lesões ateroscleróticas  

 

A lesão aterosclerótica dos animais apoE nocautes foi avaliada na raiz aórtica, região com 

presença da válvula aórtica. Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente 122. 

Após eutanásia, o sistema arterial foi lavado em PBS e feita a perfusão com formalina 10% gelada. 

O coração foi separado da raiz aórtica e incluído em OCT (Tissue-Tek), sendo a aorta congelada à -

80C para análises posteriores. Para análise da lesão na raiz da aorta, cortes seriados congelados do 

coração (5mm) foram coletados ao longo do sinus aórtico (400mm), corados por hematoxilina e 

eosina ou tricômio de gomori, para a visualização da área de colágeno, e digitalizados. A área da 

lesão foi quantificada por meio do software Image Pro Plus e expressa pela soma das placas 

ateroscleróticas ao longo da raiz aórtica, sendo a área total da lesão calculada pela soma das áreas 

obtidas em 10 cortes. Para a análise do colágeno extracelular presente nas lesões ateroscleróticas 

foram analisados 4 cortes não consecutivos por animal 123 e os resultados foram expressos como 

porcentagem de colágeno pela área de lesão. 

 

4.4.7 Determinação de citocinas por ELISA  

 

O tecido periarticular do joelho, o homogenato do baço e o sobrenadante da cultura dos 

esplenócitos, pertencentes às partes II e III do presente trabalho, foram coletados para realização do 

ensaio de ELISA. Para isso, aos tecidos previamente pesados foi colocada a solução de extração de 

citocinas (1mL da para cada 100mg de tecido). Os tecidos foram homogeinizados e posteriormente 

centrifugados (10.000g, 10 minutos, 40C). Os sobrenadantes dos tecidos e o sobrenadante da cultura 

de esplenócitos, foram coletados para o ensaio de ELISA. Os kits para ELISA de camundongo para 

TNF-α, IFN-γ, CXCL-1, CXCL-2, IL-10, IL-1β foram obtidos da R&D Systems (DuoSet) e 

utilizados de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante.  

Brevemente, as concentrações das citocina e quimiocinas foram diluídas 1:3 em 

PBS:BSA1%. Em uma placa de 96 poços foram adicionados 100 µl/poço de uma solução contendo 

concentração adequada do anticorpo captura específico. Essa solução permaneceu em contato com a 

placa durante 18 h a 4oC. Posteriormente, as placas foram lavadas (4 vezes) com tampão de 

lavagem (PBS/Tween 0,1%). Logo após, foram adicionados 200 µl/poço da solução de bloqueio 

contendo 1% de albumina de soro bovino em PBS. O tempo de bloqueio foi de no mínimo 1 hora. 

Em seguida, foram adicionados os padrões de citocinas e quimiocinas, em concentração conhecida, 

e as amostras (50µl/ poço). Dezoito horas após a incubação a 4oC, as placas foram lavadas, sendo 

adicionados 100 µl de uma solução de anticorpo de detecção, seguida de incubação de 1 h. 

Transcorrido esse período e após lavagem, foi adicionado à placa uma solução contendo 
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estreptavidina ligada à peroxidase R&D Systems (DuoSet). Após 30 min, a placa foi novamente 

lavada, sendo adicionado o tampão substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H2O2 

(Merck). A reação foi parada com ácido sulfúrico 1M. O produto de oxidação 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 Extração do RNA  
 

 As amostras do arco aórtico, processados sem a camada adventícia foram homogeneizadas 

em 0,5 mL de TRIZOL (Gibco BRL, Rockville, MD) utilizando-se um homogeneizador elétrico, 

conforme instrução do fabricante. As amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 a 10 min a 

uma temperatura de 15º a 30º C, para permitir a completa dissociação de complexos 

nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 100 µl de Clorofórmio de alta qualidade para cada 

0,5 mL de TRIZOL. Foi realizada agitação em vortex e depois incubação por 3 min de 15º a 30º C. 

O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 2 a 8o C. Após a centrifugação, a mistura 

ficou separada em uma fase inferior (rosa), contendo fenol-clorofórmio, uma fase intermediária 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 

altíssima qualidade (250µl de isopropanol para cada 0,5ml de TRIZOL). As amostras foram 

incubadas por 10 min a 15 a 30°C e então centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 2 a 8°C e então 

formou-se um pequeno sedimento branco.  Após descarte do sobrenadante, foi adicionado 0,5 ml de 

etanol 75%  (diluído em água tratada com DEPC) para 0,5ml de TRIZOL.  O tubo foi agitado no 

vortex para que o sedimento se soltasse do fundo. Então, foi realizada nova centrifugação a 7.500 x 

g (10.000 rpm) por 5 min a 2 a 8o C. Após descarte do sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por 5 

minutos para secagem do sedimento que, em seguida, foi diluído em água de alta qualidade tratada 

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

 

4.4.8.2 Quantificação do RNA  

 

A quantificação das amostras de RNA foi realizada no espectrofotômetro NanoDrop 

ND1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Primeiramente, foi feita a calibração 

do aparelho com água de alta qualidade tratada com DEPC e, em seguida, foi selecionada a opção 

de leitura de RNA já definida no aparelho. A leitura do branco também foi feita com água tratada 

com DEPC. O RNA foi quantificado pela absorção a 260nm utilizando-se 2ml da amostra pura. O 

aparelho forneceu a concentração em ng/mL e a correlação 260/280 (RNA/proteínas). 
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4.4.8.3 Preparo do cDNA por Transcrição Reversa  

 

 A reação de transcrição reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada utilizando-se 

2,0 µg de RNA aos quais foram adicionados 50µM do primer Oligo dT (15) (Promega Cor., 

Madison WI, EUA). Foi feita uma incubação por 5 minutos a 70°C e em seguida por 5 minutos no 

gelo para permitir a separação das fitas de RNA e o anelamento do primer e para impedir a 

formação de artefatos inespecíficos, respectivamente. Em seguida, foi adicionada uma mistura de 

reagentes em um volume de 14,5µl contendo 1,5µl de dNTPs a 100 mM (Promega Cor., Madison, 

WI, EUA) , 4 µl tampão M-MLV 5X (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 200 U da enzima 

Transcriptase reversa-M-MLV (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5µl de água Milli-Q 

autoclavada. A mistura foi incubada por 2 horas a 42°C para que ocorresse a transcrição reversa do 

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

 

4.4.8.4 PCR específica  
 

 Para as reações subseqüentes de amplificação, 5µl da amostra de cDNA foi utilizada. A 

PCR foi realizada em um volume final de 20µl contendo 10µL de Power SYBR Green PCR Master 

Mix 2X (Applied biosystems, Foster City, CA, EUA), 1,5µl de primer senso a 5µM, 1,5µl de 

primer anti-senso a 5µM e 2µl de água Milli-Q. A reação 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 incubação inicial de 1 minuto a 95°C e, em seguida, 15 

segundos a 95°C para desnaturação, 1 minuto para anelamento e extensão a 60°C. Esses dois 

últimos 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 auxílio do software Step One PCR System (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA). Os dados foram analisados utilizando-se a seguinte fórmula: ∆Ct= Ct do gene alvo – Ct 

do gene constitutivo do camundongo (18S). Foram utilizados iniciadores específicos para os genes 

de interesse dos receptores scavengers SRA-1, SRA-2 e CD36, do receptor do tipo Toll-4, da 

molécula de adesão VCAM-1, das enzimas MMP-9 e iNOS e das quimiocinas CCL-2 e CXCL-1.  

 

4.4.9 Avaliação da migração de neutrófilos para a cavidade articular  

 

Para avaliar a migração de neutrófilos para a cavidade articular, foi realizado um lavado 

intra-articular. Este procedimento consistiu em injetar 20µL de uma solução de albumina bovina 
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3% na cavidade articular, lavando-a três vezes para que uma amostra das células presentes no 

interior da cavidade fosse coletada juntamente com a solução de albumina recapturada com uma 

pipeta. Este lavado de células da cavidade articular foi diluído em 180 µL de albumina bovina 3% 

para a posterior contagem total e diferencial dos leucócitos.  

 

4.4.10 Contagem total dos leucócitos  

  

Alíquotas de 30µL do lavado articular ou de sangue foram diluídas em 60µL de solução 

Turk, sendo a contagem total dos leucócitos realizada em câmara de Neubauer, com o auxílio de 

microscópio óptico (aumento de 100x) e contador manual. O número total de leucócitos foi 

utilizado para cálculo da percentagem dos diferentes leucócitos após a contagem em lâminas 

preparadas por citocentrifugação (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA) 

e de esfregaço sanguíneo. 

 

4.4.11 Contagem diferencial dos leucócitos  

 

As lâminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugação de uma 

alíquota de 70µL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, 

USA)ou esfregaço sanguíneo. As lâminas foram coradas segundo a técnica de coloração de May-

Grumwald e giemsa. As células foram examinadas em microscópio óptico através da objetiva de 

imersão em óleo (aumento de 1.000x) usando os critérios morfológicos padrões para diferenciar os 

tipos celulares. Os resultados foram expressos como número de leucócitos totais, neutrófilos e 

células mononucleares por cavidade articular ou circulantes. 

 

4.4.12 Avaliação da morte celular no lavado da cavidade articular  

 

Foram preparadas suspensões de células dos animais com artrite, na concentração de 2 x 

105 células/ml, por citocentrifugação (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 paraformaldeído 4% em tampão fosfato por 15 min a 37oC. Depois de fixadas, as 

células foram lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado 1,0 ml de etanol 70% (vol/vol) a 4oC por 4 

horas. Por fim, para a marcação com Laranja de Acridina (Invitrogen cod. A3568), foi adicionado, 

por lâmina, 370µl de HCl 0,1M em 148µl de PBS, e depois de 30 a 45 segundos, foi adicionado 1ml 

de solução de laranja de acridina (5µg/ml de Laranja de Acridina, 0,1M de ácido acético e 0,2M de 

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

Missouri, EUA). 

Para a excitação do marcador, foi usado filtro de 488nm, sendo que para a captura das 

imagens foram utilizados filtros de referência de 525nm e 650nm. As imagens captadas por esses 

dois filtros foram sobrepostas e a avaliação das células vivas e mortas foi feita pela predominância 

da marcação ou a existência de uma única marcação (525nm ou 650nm), contadas 100 células no 

total por lâmina. Durante a análise foram utilizadas as objetivas de 40x e de 63x. Os resultados 

foram expressos como percentual de células mortas. 

 

4.4.13 Teste de pressão crescente na pata de camundongo  

 

 Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressão com um anestesiômetro 

eletrônico (Insight Equipamentos, São Paulo, Brazil), que consiste em um transdutor de pressão 

conectado a um contador digital de força expressa em gramas (g). A precisão do aparelho é de 0,1 

g. O aparelho é calibrado para registrar uma força máxima de 150 g, mantendo a precisão de 0,1 g 

até a força de 80 g. O contato do transdutor de pressão à pata é realizado através de uma ponteira 

descartável de polipropileno com 0.5 ou 4,15 mm2 de diâmetro adaptada a esse. Os animais são 

colocados em caixas de acrílico, medindo 12 x 10 x 17 cm cujo assoalho é uma rede de malha igual 

a 5 mm2 constituída de arame não maleável de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do 

experimento para adaptação ao ambiente. Espelhos são posicionados 25 cm abaixo das caixas de 

experimentação para facilitar a visualização das plantas das patas dos animais. O experimentador 

deve aplicar, por entre as malhas da rede, uma pressão 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 estímulos são repetidos por até seis vezes, em geral até o animal apresentar 3 

medidas similares com uma clara resposta de “flinch” após a retirada da pata. A intensidade de 

hipernocicepção foi quantificada como a variação na pressão (Δ de reação em gramas) obtida 

subtraindo-se a média de três valores expressos em gramas (força) observados antes do 

procedimento experimental (0 hora) da média de três valores em gramas (força) após a 

administração dos estímulos que variaram conforme o protocolo experimental. Os testes 

nociceptivos foram realizados entre 08:00 e 16:00 h. Todos os experimentos seguiram as normas e 

éticas estabelecidas para experimentação com animais conscientes, recomendadas pela IASP 

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

A foto apresenta o anestesiômetro eletrônico (Insight Equipamentos, São paulo, Brazil), constituído por transdutor de 

pressão (1) conectado a um contador digital de força (2), as caixas de acrílico (12 x 10 x 17 cm de altura) e os espelhos 

inclinados (4), abaixo do assoalho que forneceu uma vista desobstruída das patas traseiras dos animais, utilizados no 

teste de pressão crescente no joelho de camundongos.   

Fotografia gentilmente cedida por Fernanda Matos Coelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Foto no momento do teste de pressão crescente na pata de camundongo.  

A foto apresenta a ponteira de polipropileno (1) acoplada ao transdutor de força (2) em contato com a pata do animal 

(círculo vermelho). O experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (3), uma pressão 

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 Análise histopatológica da articulação do joelho  

 

A articulação fêmur-tibial dos camundongos foi removida cirurgicamente e dissecada, 

mantendo-se o invólucro muscular. Os espécimes obtidos foram fixados em formol 10% 

tamponado, durante 24 horas. Inicialmente, as amostras foram lavadas em água corrente e 

desmineralizadas em solução de EDTA 10%, pH 7.2, em temperatura ambiente, por um período de 

três semanas (a solução era renovada a cada 3 dias). Em seguida, as peças foram novamente lavadas 

em água corrente, desidratadas em banhos de álcool 70%, 80%, 90% e 100%; diafanizadas em xilol 

e incluídas em parafina. O material foi seccionado em micrótomo RM2125RT (Leica, Heerbrugg, 

St. Gallen, Switzerland), obtendo-se cortes consecutivos de 5 µm, que foram corados pela técnica 

da Hematoxilina & Eosina (HE). Foi realizada uma avaliação qualitativa da presença de hiperplasia 

sinovial, exsudato celular e erosão de cartilagem e/ou dos ossos e extensão do infiltrado sinovial. 

 

4.4.14.1 Quantificação da perda de proteoglicanos  

 

Seções (5 µm) da articulação tibio-társica dos camundondos foram coradas com azul de 

toluidina (AT) a fim de estimar o conteúdo de proteoglicanos presente na articulação, conforme 

descrito previamente por Bolon et al. (2004) e Urech et al. (2010). Os cortes foram deparafinizados 

em xilol e hidratados com água. A coloração de AT foi realizada com uma solução contendo 1 % 

AT (Synth, Diadema, SP, Brasil), diluído em tampão fosfato (pH 5,7) durante 2 minutos. Em 

seguida, os cortes foram rapidamente desidratados em etanol 96% e acetona (p.a.), lavados em PBS 

1x por um minuto, imersos em xileno e montados. 

Após os procedimentos de histoquímica, imagens da superfície articular de cada amostra 

foram digitalizadas (aumento de 100x) para avaliação da cartilagem. A área da cartilagem que 

apresentava positividade para AT foi obtida a partir da seleção dos pixels corados correspondentes à 

AT, seguido pela criação de uma imagem binária, usando o software Image J (National Institutes of 

Health) da mesma forma, a área total de cartilagem foi calculada a partir da seleção dos pixels 

totais. Assim, o conteúdo de proteglicano foi apresentado como o percentual da área de coloração 

AT-positiva em relação à área total da superfície 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 leucócitos 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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4.4.16 Cultura de esplenócitos e ensaios de dosagem de citocinas 

 

Após a retirada do baço dos animais, esses foram macerados em ambiente estéril e 

suspendidos em 5ml de meio RPMI incompleto. Após separação das alíquotas para quantificação 

das células foram então centrifugados a 800 x g por 20 minutos a 4oC e suspendidos em 3ml de uma 

solução de lise de hemácias (Tris-HCl 17mM e NH4Cl 144mM) durante 4 minutos a 4oC. A reação 

de lise foi interrompida por diluição da solução em meio RPMI (Sigma) incompleto (7ml) e as 

amostras foram novamente centrifugadas a 800 x g por 20 minutos a 4oC. Após esse procedimento, 

as células foram suspendidas em RPMI complete e mantidas a 4oC. As células foram então contadas 

em câmara de Newbauer e a viabilidade celular observada pelo uso do corante azul de tripan sendo 

aceito um valor superior 98% de sobrevivência. 

As preparações de cultura de esplenócitos (5 x 106 células/ml) foram plaqueadas em placas 

de 24 poços (Nunc, Nunclon). As células foram incubadas em RPMI completo apenas (controle 

negativo) ou foram estimuladas com mBSA (100µg/ml ou 300 µg/ml) em estufa a 5% CO2, por 

48h, em 37°C. Os níveis das citocinas IFN-γ, IL-10 e TNF-α, foram quantificados no sobrenadante 

das culturas usando-se kits apropriados de dosagem de citocinas (BD OptEIATM) seguindo as 

recomendações do fabricante conforme descrito anteriormente. 

 

4.4.17 Análises Estatísticas 

 

 Após a aplicação do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov pelo programa GraphPad 

Prism® versão 5.0 para Windows (São Diego, Califórnia EUA) e verificação da simetria dos dados, 

foi realizada a comparação das médias entre dois grupos, utilizando-se o teste T de Student, ou 

comparação das medianas utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Para análises de mais de dois 

grupos, as médias foram comparadas por análise de variância, One-Way, com pós teste de Newman-

Keuls e as medianas foram comparadas por teste de Kruskal-Wallis, com pós teste de Dunns. Foi 

considerado um nível de significância de 5%. Os dados foram expressos em média ±  erro padrão 

ou mediana ± variação. Os dados apresentados estão limitados ao menor valor necessário, por 

razões éticas na experimentação animal. 
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Figure 16: Aspecto histológico da área de lesão e deposição de colágeno na lesão aterosclerótica da válvula 

aórtica de camundongos apoE -/-.  

A e B- Aspecto das lesões ateroscleróticas na válvula aórtica, após 6 semanas de tratamento dietético, do grupo controle 

e grupo A.blazei respectivamente, n=10 ; As lesões são mais avançadas no grupo A. blazei, com um núcleo lipídico bem 

definido e a formação de capa fibrosa (fibroateroma), enquanto no grupo controle existe somente a formação de estria 

gordurosa.C e D- Aspecto das lesões ateroscleróticas na válvula aórtica, após 12 semanas de tratamento dietético, do 

grupo controle e grupo A.blazei respectivamente, n=6; As lesões encontram-se no estágio de desenvolvimento, 

avançado com presença de cristais de colesterol, capa fibrosa e intenso infiltrado inflamatório. Não há diferença de 

estágio de desenvolvimento da lesão entre os grupos E e F- Aspecto da deposição de colágeno dentro da placa 

aterosclerótica, no grupo controle e A. blazei, respectivamente, após 6 semanas de tratamento dietético, n=10. A área de 

colágeno é observada pelo tom de verde mais claro dentro da lesão. No grupo A. blazei há o predomínio de uma 

coloração cinza, que denota diminuição da deposição de colágeno. Resultados obtidos por histologia. Asteriscos 

marcam a referência anatômica da válvula aórtica e setas indicam a lesão aterosclerótica.  
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5.2.3 Agaricus blazei aumenta a atividade de MPO em diferentes locais anatômicos no 

camundongo apoE-/-.  
 

Recentes estudos, tem demonstrado que a maior atividade da enzima mieloperoxidase, está 

envolvida na progressão das lesões ateroscleróticas humanas135. Diante desse fato decidimos 

averiguar o efeito do A. blazei na atividade de MPO na aterosclerose, avaliando a aorta torácica e 

abdominal, um dos locais de formação da placa aterosclerótica. Por anteriormente, termos 

demonstrado que o A. blazei induz atividade de MPO no intestino de camundongos C57BL/6, 

avaliamos também esse órgão e adicionalmente o baço. O pulmão foi avaliado com o propósito de 

detectar se a atividade imunoestimulatória do A. blazei poderia acarretar em lesão pulmonar aguda 

indireta. Os resultados mostram que a suplementação com o A.blazei gera um aumento da atividade 

de MPO nas porções intestinais do duodeno e jejuno proximal (Figura 18 A), como também no 

baço (Figura 18 B) e na aorta torácica e abdominal (Figura 18 D). No pulmão não houve alteração 

da atividade de MPO (Figura 18 C).  







 

 74 

5.2.5 Agaricus blazei amplifica a resposta inflamatória no camundongo apoE-/- através da 

ativação de células da imunidade inata e adaptativa.  

 

Com a intenção de demostrar que os efeitos deletérios promovidos pelo A. blazei na 

aterosclerose, são devidos a capacidade desse fungo, em estimular o sistema imunológico, 

procedemos com a avaliação do perfil de células da resposta inflamatória inata e adaptativa, 

circulantes e esplênicas, nos camundongos apoE-/-.  

Conforme pode ser visto na Figura 18, de maneira semelhante ao que foi observado no 

camundongo selvagem, houve aumento na frequência de células CD49b+CD3+ (Figura 20 D), no 

entanto, as células CD11b+CD86+, nessa linhagem, apresentaram aumento em sua frequência, 

diferentemente do camundongo selvagem (Figura 20 A). Não houve alteração na expressão da 

molécula co-estimuladora CD86 em células CD11b+CD11c- (Figura 20 B). Quanto aos linfócitos, 

como também foi observado nos camundongos selvagens, houve aumento do percentual de 

linfócitos CD4+CD8+ duplo positivos e de linfócitos CD4+CD44high no baço (Figura 21 D e B). O 

A. blazei não modificou a frequência de células CD49b+ (Figura 20 C), linfócitos CD8+, CD4+ e 

também os linfócitos CD19+ (Figuras 21 A, C e E) no baço dos animais que receberam a dieta por 

6 semanas, como também observado nos animais selvagens. 

Diante desses achados, apesar do efeito em linfócitos, decidimos nos focar no estímulo de 

células da imunidade inata causado pelo A. blazei. Após 12 semanas de tratamento dietético, 

avaliamos de forma mais específica, as populações de monócitos/macrófagos (CD11b+F4/80+), 

neutrófilos (Gr1+Ly6G), células NK (NK1.1+) e NKT (NK1.1+CD3+) do baço e circulantes. A 

escolha pela avaliação de neutrófilos, surgiu pela evidência em nossos dados da capacidade do A. 

blazei em aumentar a atividade de MPO e pela literatura atual demostrar recentemente, o papel 

crucial de neutrófilos no agravamento das lesões ateroscleróticas 137. Os dados revelam um aumento 

na frequência e no percentual de células CD11b+F4/80+ (Figuras 22 A e 23A), acompanhado de um 

aumento na expressão de CD86 (Figuras 22 B e 23 B), tanto no baço como no sangue dos animais 

que receberam o A. blazei. Ainda na população CD11b+, foi avaliada a expressão de CD54 (ICAM-

1), uma integrina que atua na interação e adesão entre leucócitos e o endotélio 138. A expressão de 

CD54 encontrou-se aumentada tanto nas células circulantes, quanto nas células do baço (Figuras 23 

C e 22 E). Em relação às células Gr1+ (Ly6G), apesar de não encontrarmos no baço alteração na 

frequência dessas células (Figura 22 C), houve aumento do percentual das mesmas na circulação 

(Figura 23 D). Não houve alteração na expressão do receptor de quimiocina CXCR2, nas células 

GR1+(Ly6G) pesquisadas (Figuras 22 D e 23 E). As células NK1.1+ se mantiveram aumentadas na 

circulação e no baço dos animais (Figuras 23 F e 22 F), corroborando com os dados de 6 semanas. 

Por uma limitação na marcação de CD3 nas células circulantes, as células NKT não puderam ser 
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5.3.4 Agaricus blazei não altera dor e atividade de MPO mas melhora parcialmente os níveis 

percentuais de proteoglicanos da cartilagem e diminui o aspecto do infiltrado inflamatório no 

joelho.  

 

Alguns sinais podem indicar o nível de gravidade da doença no modelo de AIA. Entre eles, 

a hipernocicepção (percepção de dor); a atividade de MPO, como indicativo de infiltrado de 

neutrófilos; o aspecto histológico da articulação em que pode ser evidenciado o infiltrado 

inflamatório, a hiperplasia da membrana sinovial, a erosão óssea e a degradação de proteoglicanas 

da cartilagem20.  

A artrite induzida por mBSA produziu aumento da hipernocicepção verificado pelo teste 

de pressão crescente na pata. No entanto, não ocorreu alteração da hipernocicepção no grupo A. 

blazei (Figura 28 A). A atividade de MPO também não foi modificada no tecido periarticular dos 

animais que consumiram A. blazei (Figura 28 B). 

Quanto às análises histológicas, foi observado extravasamento de leucócitos, com 

consequente formação 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 inflamatório e a hiperplasia 

sinovial (Figura 29 D e H). Apesar dessa percepção houve erosão óssea, erosão 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 possível observar a ocorrência 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 constatação, foi observado nos 

animais tratados com A. blazei, uma melhora parcial do percentual de proteoglicanos. A avaliação 

semiquantativa do percentual de proteoglicanos está representada graficamente na Figura 28 C. 
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Figura 29: Efeito do A. blazei sobre a histologia das articulações de camundongos C57BL/6 submetidos à artrite 

induzida por antígeno (AIA).  

Cortes representativos da articulação fêmur-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 A. 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 após a indução da artrite e os cortes histológicos estão representados em 

aumento de 100x (A, B, C, D, I, J, K e L) e 400x (E, F, G e H), corados com HE ou azul de toluidina. Em G as setas 

indicam a presença do infiltrado inflamatório no tecido sinovial e as cabeças de setas mostram as células na cavidade 

sinovial. Essas células são predominantemente neutrófilos. Em K e L as setas indicam áreas de menor presença de 

proteoglicanos na cartilagem do joelho. n=3-6 
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5.3.7 Agaricus blazei diminui a secreção de TNF-α  em esplenócitos de animais com artrite.  

 

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

citocinas e quimiocinas em diversos tipos celulares12; 31. Diante do nosso dado anterior, em que 

houve uma redução na produção de mediadores inflamatórios na cavidade articular, nos 

perguntamos se o A. blazei estaria atuando de forma diferenciada na produção desses mediadores 

inflamatórios no modelo de artrite. Para isso, decidimos avaliar a produção da citocina pró-

inflamatória TNF-α e a citocina anti-inflamatória IL-10, diante do estímulo com mBSA, para 

termos uma visão geral da resposta inflamatória desencadeada pela artrite e modulada pelo A. 

blazei. Apesar de não ser bem descrito na literatura o papel do baço na patogênese da artrite, o 

mesmo foi escolhido por ser um órgão central da resposta inflamatória e conter uma grande 

variedade de potenciais tipos celulares (da resposta inata e adaptativa) envolvidos no 

estabelecimento da AIA e alvos da ação do A. blazei. Observamos em nossa análise que o A. blazei 

aumenta a produção de TNF-α nos animais não desafiados. No entanto, quando o animal está com 

artrite a situação se inverte e o tratamento com A. blazei é responsável por uma diminuição dos 

níveis de TNF-α. (Figura 32 A). Em relação à IL-10, o A. blazei também aumenta os níveis dessa 

citocina nos animais não desafiados, o que é coerente com o dado de TNF-α, mas nos animais com 

artrite essa citocina não apresentou diferença (Figura 32 B). 
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No presente estudo, foi nossa intenção demonstrar que o A. blazei, oferecido na dieta, é 

capaz de induzir ativação de componentes da resposta inflamatória de forma sistêmica 

acarretando no agravamento da aterosclerose e da artrite. 

Nós encontramos evidências de que: 1) a imunoestimulação gerada pelo A. blazei no 

camundongo deficiente em apoE, assume características pró-inflamatórias, responsáveis pelo 

agravamento da lesão aterosclerótica, o que confirma nossa hipótese em relação aos efeitos do A. 

blazei na aterogênese.  

2) Em relação aos efeitos observados na artrite, nosso achado foi de que a 

imunoestimulação gerada pelo A. blazei parece induzir ativação de neutrófilos, acarretando na 

morte dessas células e isso foi associado com a redução do infiltrado de leucócitos no sítio de 

inflamação, causando diminuição de parâmetros inflamatórios locais nesse modelo.  

O Agaricus blazei é amplamente utilizado em países orientais, tanto como fonte alimentar 

quanto como terapia alternativa para a proteção ou tratamento de diversas desordens, incluindo o 

câncer7. 

No presente estudo, nós demonstramos que o A. blazei, desidratado e processado em pó, 

oferecido como suplemento oral para camundongos, exerceu efeitos imunoestimulatórios no 

intestino de animais selvagens, aumentando a produção de IgA secretória e a atividade de 

neutrófilos, sem alterar a permeabilidade intestinal.  

A IgA secretória é a imunoglobulina mais abundante em mucosas, incluindo a mucosa 

intestinal. Sua produção está relacionada com a manutenção da homeostase frente aos antígenos da 

microbiota 140. A elevação de seus níveis no intestino, é descrita como um fator protetor para a 

redução da penetração de bactérias pelo epitélio141. Nosso resultado é um indicativo do potencial 

antigênico de componentes do A. blazei no sistema linfóide intestinal. Outro dado relevante obtido 

por nosso grupo é de que o A. blazei ativa a produção de IgA secretória de forma dependente do 

receptor TLR2, uma vez que em animais TLR2-/- o A. blazei não causa a elevação dos níveis de IgA 

secretória observados nos animais selvagens (Resultado suplementar I). 

Peptideoglicanos são ligantes conhecidos de receptores do tipo toll 2142, e entre as 

moléculas imunoestimuladoras que constituem o A. blazei existem alguns peptideoglicanos30. 

Adicionalmente, já foi descrito o potencial do A. blazei em estimular TLR231; 143, o que reforça 

nosso achado. 

O aumento de IgA secretória ocasionado pelo A. blazei, pode também ser entendido como 

uma evidência de que a imunoestimulação com esse fungo tem início no sistema linfóide associado 

a mucosa intestinal, antes de assumir repercussões sistêmicas.  
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Alterações na permeabilidade intestinal parecem preceder e/ou acompanhar a inflamação 

em doenças intestinais e a manutenção da seletividade no epitélio intestinal é um dos pilares da 

homeostase nesse órgão144. Além disso, o aumento da permeabilidade intestinal permitiria especular 

um efeito indireto, por translocação bacteriana, do A. blazei no estímulo imunológico. Entretanto, a 

permeabilidade intestinal, observada por meio da técnica que utiliza o fármaco DTPA marcado com 

tecnécio (Tc99m) e avaliação dos níveis sistêmicos deste, não foi alterada. Em caso de danos no 

epitélio intestinal, os níveis de DTPA na circulação são aumentados. Sugerindo, dessa forma, que a 

suplementação oral com o A. blazei não altera a permeabilidade intestinal, descartando então, a 

probabilidade do efeito indireto causado pela perda da integridade intestinal. 

A migração de neutrófilos para o intestino está fortemente correlacionada com doenças 

inflamatórias intestinais145. Em nossos estudo, avaliamos a atividade de mieloperoxidase como 

parâmetro da atividade de neutrófilos na mucosa intestinal e dentre as porções intestinais avaliadas, 

detectamos o aumento da atividade de MPO no íleo dos camundongos C57BL/6, porção essa que 

coincide com o maior estímulo antigênico da microbiota no intestino delgado 146, e em animais 

apoE -/- o aumento de MPO deu-se no duodeno e jejuno proximal, porções coincidentes com o 

maior estímulo antigênico das proteínas dietéticas 146. Essas diferenças podem estar associadas, por 

exemplo,  a divergência entre as populações bacterianas presentes na microbiota das duas linhagens.  

Diante desses achados, percebemos que a imunoestimulação gerada pelo A. blazei na 

mucosa intestinal é significativa, e em doenças inflamatórias intestinais o uso de A. blazei deve ser 

avaliado.  

Seguindo essa linha de raciocínio, nosso grupo demonstrou redução 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 e 

fatores de crescimento circulantes em pacientes com colite ulcerativa (MCP-1/ CCL-2; MIP-

1β/CCL-4; IL-1β; IL-8; IL-6; G-CSF; GM-CSF) e doença de Crohn (IL-17; IL-2; IL-8; MCP-

1/CCL-2; MIP-1β/CCL-4; IL-1β; IL-8; G-CSF)147. Além disso, houve diminuição da proteína 

calprotectina, detectada nas fezes, que é primariamente derivada de neutrófilos e tem sua 

concentração diretamente proporcional à migração de neutrófilos para o trato intestinal147.  

Esses resultados, demonstram efeitos divergentes aos observados em nosso estudo, onde 

encontramos aumento de MPO intestinal, que também reflete a atividade de neutrófilos. Apesar da 

MPO também poder ser produzida em macrófagos diferenciados148, em nosso trabalho avaliamos o 

infiltrado de macrófagos pela atividade de NAG, e não detectamos alterações na atividade dessa 

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

com a atividade de neutrófilos em nosso estudo.  
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As comparações entre o estudo de Forland, et al.,147 e o nosso são difíceis de serem 

estabelecidas, e determinar um fenômeno único que explique a ação do A. blazei na mucosa 

intestinal nos parece prematuro, pois fatores como a resposta inflamatória no microambiente, 

alterações na permeabilidade intestinal, alterações na microbiota e variações de componentes 

antigênicos do A. blazei absorvidos  podem determinar efeitos diversos.  

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

seguir na Figura 34. 

 

 
Figura 34: Ação do A. blazei no intestino. 

M- células M; LB- Linfócitos B; LT- linfócitos T; DC- células dendríticas; M- monócito/macrófago; sIgA – IgA 

secretória; MPO – mieloperoxidade; TLR2- receptor toll do tipo 2. 

 

Recentemente nota-se uma elevação no número de estudos que avaliam o envolvimento do 

baço em doenças inflamatórias visto o papel central desse órgão na regulação do sistema 

imunológico125. 

Em nosso trabalho, avaliamos em diferentes condições a ação da suplementação dietética 

com A. blazei nas células esplênicas. Nossos resultados mostram um aumento na população de 

linfócitos T CD4+CD44high, linfócitos 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 população de 

células CD11b+F4/80+, das citocinas TNF-α, IFN-γ e da atividade da enzima MPO, somente nos 

camundongos deficientes em apoE. Os efeitos do A. blazei no baço estão representados na Figura 

35. 

Após a estimulação antigênica, os linfócitos T ativados passam a expressar grande 

quantidade de CD44, o que faz dessa molécula um marcador de ativação tardia de linfócitos. A alta 

expressão de CD44 após a ativação permite que os linfócitos migrem para o sítio da inflamação126. 

Nosso resultado mostra que antígenos do A. blazei aumentam a população de linfócitos T 

CD4+CD44high, aumentando a migração destes para potenciais sítios inflamatórios.  

Apesar de em nosso estudo, não ter sido avaliada a presença desse tipo celular nas lesões 

ateroscleróticas é muito provável que o estímulo inflamatório da placa aterosclerótica tenha 

promovido a migração dessas células para o subendotélio, agravando a aterosclerose. Após 6 

semanas de tratamento, o grupo suplementado com A. blazei apresentou extensas áreas de lesão na 

válvula aórtica, as quais se agravaram por uma fina capa fibrosa e grandes áreas necróticas, o que 

sugere uma placa em estágio avançado comparada a lesões intermediárias vistas no grupo controle. 

No tempo de 12 semanas, o efeito pró-aterogênico do A. blazei foi proporcionalmente mais grave, 

uma vez que ocorreu um aumento de 81% em sua área, em comparação ao aumento observado após 

a 6 semanas de suplementação com A. blazei, o que é um aumento considerável para lesões 

ateroscleróticas.  

Voltando ao baço, em relação ao aumento das populações de células NKT e células 

CD4+CD8+ 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 é uma 

ligação com efeitos do A. blazei em diversos modelos experimentais, como também em estudos 

clínicos já descritos na literatura. 

Células NKT, são uma subpopulação de linfócitos que expressam moléculas de superfície 

tanto características de linfócitos NK, quanto de linfócitos T. Desempenham diversas funções 

efetoras características de células T auxiliares e possuem pequena diversidade para antígenos na 

expressão das cadeias αβ de seus TCRs. São células que reconhecem antígenos lipídicos 

apresentados por moléculas CD1149, também consideradas um elo entre a imunidade inata e 

adaptativa. 
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Figure 35: Ação do A. blazei no baço. 

LT- linfócitos T; M- monócito/macrófago; MPO – mieloperoxidade; NKT- células natural killer T. NK- células 

natural killer. 

 

O CD1 é expresso em timócitos CD4+CD8+, macrófagos e células dendríticas, sendo essas 

células importantes ativadoras de células NKT150; 151. Também já foi demonstrada a ativação 

indireta de células NKT, por IL-12 proveniente de células dendríticas ativadas por receptores do 

tipo toll152.  

Em nosso trabalho, a indução de células NKT foi concomitante ao aumento de células 

CD4+CD8+ nas duas linhagens pesquisadas (C57BL/6 e apoE-/-), o que é coerente diante do papel 

das células CD4+CD8+ em induzir células NKT. No entanto, ainda devem ser elucidados fatores 

indutores dessa rara população de linfócitos duplo positivos.  

Está descrito que nas lesões ateroscleróticas em animais apoE nocaute, as células NKT 

ativadas produzem citocinas como IFN-γ que regula diversos tipos celulares envolvidos no 

agravamento da aterogênese153. Em nosso trabalho, detectamos aumento da secreção de IFN-γ em 

conjunto com o aumento das células NKT no baço de animais deficientes em apoE, e nossos dados 

apontam para uma repercussão no aumento na placa de ateroma uma vez que no arco aórtico, houve 

aumento na expressão gênica de VCAM-1, molécula de adesão que entre outros fatores é 

fortemente induzida por IFN-γ. Adicionalmente, o IFN-γ também é conhecido por contribuir para a 
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vulnerabilidade da placa, pois propicia a produção de metaloproteinase-9 (MMP-9), que degrada o 

conteúdo de colágeno da capa fibrosa 154. Em nosso estudo, os altos níveis de IFN-γ no baço foram 

associados com a redução no conteúdo de colágeno na área da lesão aórtica e aumento da expressão 

MMP-9 na válvula aórtica de animais suplementados com A. blazei, reforçando os efeitos deletérios 

de A. blazei na aterosclerose. A exposição de monócitos e macrófagos ao IFN-γ pode aumentar a 

transcrição e expressão de TLR4 155 e também a captação mais eficiente de lipoproteínas e 

formação de células espumosas, via receptores scavengers. Em nosso trabalho, foi detectado um 

aumento considerável da transcrição dos receptores scavengers  CD36, SRA-2 e do receptor do tipo 

toll 4 no arco aórtico, local principal de formação da placa de ateroma na aorta, causada pela 

suplementação com o A. blazei. 

O receptor scavenger de classe B, CD36, está envolvido na endocitose de componentes 

endógenos modificados, como fosfolipídios oxidados e células apoptóticas. Apesar de sua 

importância no clareamento desses componentes endógenos, também ocorre ativação de vias 

inflamatórias por CD36, o que possibilita uma função ambígua desse receptor. Recente trabalho de 

Stewart, et al.,156 demonstrou que a ativação do receptor CD36 por LDL oxidada, um dos antígenos 

principais na formação da aterosclerose, induz a formação de heterodímeros com os receptores 

TLR4-TLR6, e por sua vez a junção de CD36-TLR4-TLR6 propaga o estímulo inflamatório, sendo 

que o bloqueio dessa via de sinalização impede a captação de LDL oxidada. 

Nossos dados, demostram o aumento concomitante da expressão gênica de CD36, TLR4 e 

também da área proporcional de células espumosas (macrófagos com grandes captação de LDL 

oxidada) na lesão aterosclerótica. Dessa forma, um dos prováveis mecanismos de ação do 

agravamento da aterogênese pelo A. blazei é via ativação do heterodímeros CD36-TLR4-TLR6, que 

culmina na via sinalizadora por NFκB. 

Como já foi mencionado, encontramos maior número de macrófagos/monócitos 

(CD11b+F4/80+) no baço e na circulação de camundongos deficientes em apoE, e essas células 

apresentaram maior expressão de CD86 e CD51. O co-estímulo gerado pela molécula CD86 (B7-2) 

é fundamental para a apresentação de antígenos por APCs e fornecem os sinais necessários para a 

ativação de linfócitos157. Dados mostram que a via de sinalização por CD86 pode regular a 

aterogênese e é um dos co-estímulos necessários para primar às células T antígeno específicas que 

agravam a aterosclerose157. Dessa forma, é facilmente entendida a atuação do A. blazei elevando a 

expressão de CD86 em fagócitos e isso aumentando a formação da placa de ateroma. Quanto ao 

CD54 (ICAM), está estabelecido sua influência em agravar lesões ateroscleróticas, por essa 

molécula, ser uma integrina expressa em leucócitos e no endotélio, que facilita a interação 

celular158. 
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Outro importante achado em nosso trabalho, foi o efeito do A. blazei sobre o aumento da 

população de neutrófilos circulantes (GR1/Ly6G+), como também a maior atividade de MPO no 

baço e aorta de camundongos deficientes em apoE. Este é o primeiro estudo que mostra diretamente 

o efeito de A. blazei sobre neutrófilos. Esses efeitos poderiam ser mediados via proteoglicanos 154 e 

β-glucanas 154, que são potentes estimuladores de macrófagos e células polimorfonucleares (PMN). 

Estudos de ativação da inflamação em lesões ateroscleróticas sugerem que neutrófilos possam 

contribuir na patogênese da doença 159. Os neutrófilos são os primeiros leucócitos a infiltrar tecidos 

inflamados, o que ocorre também durante a aterogênese espontânea, embora os macrófagos sejam a 

maioria dos leucócitos nas placas 160. Os números de neutrófilos e macrófagos 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 não só medeiam 

respostas inflamatórias agudas, como também catalisam reações que consomem o óxido nítrico 

vascular local, resultando em disfunção endotelial 154. Consequentemente, o aumento dos níveis de 

MPO na aorta é consistente com um aumento na circulação de neutrófilos e gravidade das lesões 

ateroscleróticas. 

É bem estabelecido que a inflamação é uma das bases da aterosclerose 161. Os efeitos pró-

inflamatórios da suplementação por A. blazei exacerbaram o desenvolvimento da aterosclerose por 

aumento na inflamação local e sistêmica. Outros fatores ligados à aterogênese, como a 

concentrações de lipoproteínas séricas, estresse oxidativo e glicemia não foram influenciados pela 

suplementação com A. blazei, como demonstrado anteriormente por nosso grupo. Por essa razão, 

nós sugerimos que a estimulação de células NK/NKT, linfócitos CD4+CD8+, linfócitos CD4+, 

neutrófilos e macrófagos dispararam a formação da placa aterosclerótica no nosso modelo. Juntos, 

esses achados sugerem que o A. blazei atua facilitando o recrutamento de leucócitos e estimulando a 

resposta inflamatória do tipo TH1, um importante componente para o agravamento da aterogênese. 

Os efeitos do A. blazei na aterogênese em camundongos apoE-/- estão representados na 

Figura 36. 
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Figure 36: Ação do A. blazei na aterogênese. 

 

De maneira surpreendente, ao estudarmos o modelo de artrite induzida por antígeno 

(mBSA), caracterizado também como um modelo inflamatório agudo, que mimetiza a fase ativa da 

doença em humanos, o tratamento com A. blazei repercutiu na redução de alguns parâmetros 

inflamatórios observados, como o número de neutrófilos na cavidade articular e consequentemente, 

os mediadores inflamatórios produzidos por essa célula. Dados já publicados pelo nosso grupo 

demonstraram que a presença dos neutrófilos na cavidade articular esta associada com patogênese 

da artrite20. Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que o bloqueio do receptor da quimiocina 

CXCR2 reduz o recrutamento do neutrófilo para a cavidade articular, e essa redução é associada a 

diminuição do rolamento e adesão dos leucócitos na microvasculatura do joelho20.  

Apesar de ter sido observado que o  tratamento com o A. blazei aumentou a expressão de 

CXCR2 em neutrófilos na circulação no presente estudo, observamos uma redução do recrutamento 

de neutrófilos para a cavidade articular após o estímulo com o antígeno mBSA. Podemos sugerir 

que esse menor recrutamento foi devido a diminuição da adesão dos neutrófilos. E essa menor 

adesão pode ser devida a reduzida produção 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 expressão de CXCR2 em neutrófilos circulantes nos animais desafiados, a ausência 

dos fatores quimiotáticos impediu a migração eficaz para a cavidade articular.  

Esses dados, são divergentes com dados da literatura que demonstram a capacidade do A. 

blazei em estimular a produção de mediadores pró-inflamatórios por granulócitos e macrófagos 

humanos ex vivo162. Especulamos que essa diferença de ação do A. blazei na produção de 

mediadores inflamatórios, está correlacionada com o grau de ativação celular. Células não 

estimuladas, após o primeiro contato com antígenos do A. blazei passam a produzir mediadores pró-

inflamatórios. No entanto, quando essas células já estão primadas, como no nosso trabalho, em que 

imunizamos com adjuvante de Freund e desafiamos com mBSA, o estímulo dietético persistente 

com antígenos do A. blazei passa a ser secundário e pode levar a uma hiporresponsividade das 

células. Temos um indício dessa nossa constatação quando analisamos o padrão diferenciado da 

produção ex vivo de TNF-α gerada pelo A. blazei em cultura de esplenócitos, no qual foi observado 

que em esplenócitos de animais imunizados, desafiados com mBSA, tratados com A. blazei e 

reestimulados na cultura com mBSA houve redução na produção de TNF-α quando comparamos 

com os esplenócitos de animais não desafiados com mBSA. A redução na produção de citocinas e 

quimiocinas pelo tratamento com A. blazei, pelas células do sangue periférico de pacientes com 

Colite e doença de Crohn foi demostrada por Forland, et al., 147 e justificada como um efeito anti-

inflamatório desse fungo. No entanto, estes efeitos podem também estar associados com a 

constatação sugerida anteriormente da hiporresponsividade causada pelo estimulo antigênico do A. 

blazei. 

Um fenômeno semelhante ao observado em nosso estudo, tem sido descrito em infecções 

virais persistentes em que o contato contínuo com o antígeno por um período prolongado causa 

exaustão nas funções efetoras de células T, e uma das primeiras falências dessas células, consiste na 

diminuição da produção de TNF-α163; 164. A exaustão de células T parece ser desencadeada e 

mantida pela IL-10, além de outros fatores como o TGF-β163; 164. Em nosso trabalho, demonstramos 

que em animais não desafiados existe também um aumento na produção de IL-10 por esplenócitos, 

o que pode ter precedido o desafia intraarticular de mBSA. Outra questão que deve ser pontuada, é 

que entre as moléculas que fazem parte do fenótipo de células T exaustas está a alta expressão de 

CD44164, que demonstramos estar aumentada pelo tratamento com A. blazei nas células CD4+ do 

baço de animais selvagens como também de animais apoE-/-. Dessa forma, em conjunto, nossos 

dados apontam para uma potencial exaustão de células CD4+ no modelo de AIA, mas essa 

possibilidade não foi confirmada uma vez que não avaliamos o fenótipo de células T nesse modelo. 

É importante ressaltar que a magnitude da apresentação antigênica está intimamente ligada ao 

fenômeno de exaustão de células T163, e se compararmos o modelo de AIA, em que procedemos 

com a imunização com adjuvante de Freund que favorece uma intensa apresentação de antígenos, 
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ao modelo de aterosclerose, no camundongo apoE-/-, em que a apresentação antigênica acontece de 

forma gradual, podemos hipotetizar sobre os fatores que levaram às diferenças na produção do 

TNF-α pelas células esplênicas nas duas condições. 

Outra hipótese para a redução do número de neutrófilos na cavidade articular, é um efeito 

pró-resolutivo, portanto anti-inflamatório do A. blazei. No nosso estudo, dois resultados nos 

permitem especular sobre essa ação; o primeiro a redução na produção da citocina pró-inflamatória 

IL-1β e o segundo o aumento da morte celular na cavidade articular. O influxo de neutrófilos para 

as articulações é um dos principais eventos no estabelecimento da artrite, e no modelo de AIA, a 

resolução desse processo, entendida como a indução da apoptose de neutrófilos165; 166, já foi 

demonstrada por nosso grupo como uma potencial estratégica terapêutica para o controle da 

artrite107. Porém, não podemos afirmar categoricamente que o A. blazei induz a resolução, por não 

termos determinado o tipo de morte celular como também não termos dosados mediadores 

característicos do processo resolutivo como IL-10167, TGF-β168 dentre outros, no tecido 

periarticular. 

 Considerando a potencial capacidade do A. blazei em induzir morte celular17; 169; 170; 171, 

que está bem demonstrada na literatura, podemos sugerir um fenômeno único 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 produção dos mediadores inflamatórios 

que perpetuam a doença e na aterosclerose, a mesma morte celular nos momentos iniciais da 

formação da placa aumentaria a aterogênese, como já demostrado na literatura.  

 Outra observação interessante, foi de que no presente estudo, detectamos um aumento de 

células mononucleares na cavidade articular de animais não desafiados. Se considerarmos esse 

evento, como antecedente ao infiltrado de neutrófilos nos animais desafiados com mBSA, também 

poderemos especular um aumento do clareamento de neutrófilos, vista a fundamental importância 

das células mononucleares em desempenhar essa função165. Essa hioótese também está de acordo 

com os resultados obtidos. No modelo de aterosclerose, detectamos a ação do A. blazei em 

aumentar a atividade de macrófagos/monócitos, vista pelo aumento na expressão de moléculas co-

estimuladoras como também no aumento da expressão de receptores scavengers, responsáveis entre 

outras funções, pela fagocitose de células em apoptose. Recente trabalho, demostram que na artrite, 

um aumento na expressão de CD36 em condrócitos está correlacionada com preservação de 

proteoglicanos da cartilagem e menor destruição óssea172. Em macrófagos o CD36 aumenta a 

fagocitose de neutrófilos173 e consequentemente diminui a produção de IL1-β. Dessa forma, a 

ativação da fagocitose de neutrófilos por macrófagos na cavidade articular, é outro potencial 

mecanismo de ação do A. blazei no modelo de AIA.  
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Em nosso trabalho, apesar da significativa redução dos parâmetros inflamatórios na 

cavidade articular e alguns no tecido periarticular, não podemos afirmar que o A. blazei tem um 

efeito benéfico na artrite, uma vez que em sinais da doença como dor, atividade de MPO no tecido 

periarticular e o índice de artrite não foram influenciados pela suplementação com A. blazei. 

Acreditamos que é necessária a avaliação dos efeitos do A. blazei em outros modelos para o estudo 

da artrite, como por exemplo o modelo crônico em ratas. Na Figura 37 estão sumarizados os 

principais efeitos do A. blazei no modelo de AIA. 

 
Figure 37: Ação do A. blazei na artrite. 

 

Em conclusão, este é o primeiro estudo demonstrando que o efeito imunoestimulador da 

suplementação por A. blazei possui repercussões pró-inflamatórias, consequentemente promovendo 

efeitos deletérios na evolução da aterosclerose. Esta suplementação é capaz de ativar células imunes 

no baço, o que resulta em uma ativação sustentada e infiltração de monócitos e neutrófilos para os 

sítios da aterosclerose. Nestes, o aumento da expressão de importantes moléculas envolvidas na 

formação de células espumosas, adesão leucocitária e degradação da capa fibrosa ocorrem, 

culminando em uma avançada e vulnerável placa aterosclerótica. Já no modelo de artrite, um 

modelo de doença inflamatória aguda, acreditamos que a imunoestimulação, especificamente em 

neutrófilos, gerou um estado de ativação aumentado, que teve como consequências a aceleração da 

morte dessas células. A partir desse evento inicial, os mediadores responsáveis pela propagação da 
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resposta inflamatória, foram reduzidos, reduzindo então a migração para a cavidade articular. 

Posteriores estudos são necessários para esclarecer os efeitos do A. blazei na artrite. 
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Anexo B – Certificado do Comitê de Ética de Experimentação Animal da UFMG 

(CETEA/UFMG) II (Artrite) 
 

 














